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RESUMO 
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RESUMO: 
Era objectivo do presente trabalho o desenvolvimento de um biossensor baseado na 
inibição da amidase de Pseudomonas aeruginosa para a quantificação de ureia em 
diversas amostras com recurso a um eléctrodo selectivo de iões amónio (ISE). A ureia é 
um poderoso inibidor do centro activo da amidase (Acilamida hidrolase EC 3.5.1.4) de 
Pseudomonas aeruginosa a qual catalisa a hidrólise de amidas alifáticas produzindo o 
ácido correspondente e amónia segundo a reacção:  
 
 
 
 
 
 
O extracto celular de Pseudomonas aeruginosa L10 contendo actividade de amidase foi 
imobilizado em membranas de poliétersulfona modificadas (PES) e em membranas de 
nylon Porablot NY Plus na presença de gelatina e de glutaraldeído (GA) como agente 
bifuncional. Estas membranas foram posteriormente utilizadas na construção do 
biossensor baseado no ISE, utilizando acetamida como substrato, a reacção enzimática foi 
seguida medindo os iões amónio produzidos pela hidrólise da amida alifática, e a resposta 
do biossensor apresentada como a velocidade inicial da reacção (mV.min
-1
). 
A optimização dos parâmetros de imobilização foi efectuada de acordo com a 
metodologia ANOVA. Assim, a mistura de 30µL extracto celular, 2µL GA (5%) e 10 µL 
Gelatina 15% (p/v) foi a que conduziu a uma melhor resposta do biossensor. Efectuou-se 
ainda o estudo de optimização de alguns parâmetros experimentais pH e tempo de 
incubação em ureia, este conduziu ao valor pH=7,2 como pH óptimo de resposta do 
biossensor e 20 min como tempo óptimo de incubação das membranas nas soluções de 
ureia, sendo neste caso a resposta do biossensor dada pela diferença das respostas do 
biossensor antes e após incubação. A calibração do biossensor foi efectuada em soluções 
contendo concentrações conhecidas de ureia preparadas em tampão Tris, leite e vinho 
caseiro, exibindo um limite de detecção de 2,0 ×10
-6
 M de ureia. A incubação das 
membranas em hidroxilamina 2M por um período de 2h permitiu a recuperação de 70% 
da actividade enzimática da membrana. O biossensor apresentou uma elevada 
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estabilidade de armazenamento por um período de 55 dias revelando uma perda de 
apenas 15% da sua resposta. O biossensor desenvolvido apresenta uma sensibilidade de 
58,245 mV.min
-1
 e um tempo de resposta de aproximadamente 20s. A resposta do 
biossensor foi linear para concentrações de ureia presentes no vinho na gama de 4-10 µM 
de ureia. 
Palavras-chave: Biossensor de ureia, amidase alifática de Pseudomonas aeruginosa, 
eléctrodos selectivos de iões, membranas de polieter sulfona, inibição pela ureia, leite e 
vinho. 
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ABSTRACT: 
 
The aim of the present work was the development of an inhibition based biosensor using 
cell-free extracts of Pseudomonas aeruginosa based on ion-selective electrode (ISE) for 
assay of urea in food samples. Urea is a powerful time-dependent active-site directed 
inhibitor for aliphatic amidase (acylamide amidohydrolase EC 3.5.1.4) from 
Pseudomonas aeruginosa which catalyses the hydrolysis of a small number of aliphatic 
amides producing the corresponding acid and ammonia according to the following 
reaction: 
 
Cell-free extracts containing amidase activity from Pseudomonas aeruginosa L10 were 
immobilized on nylon Porablot NY Plus and on altered polyethersulfone membranes 
(PES) in the presence of gelatin and glutaraldehyde as the bi-functional reagent. These 
membranes were used to set up a biosensor based on ISE for ammonium ions by using 
acetamide as the substrate, and the enzyme reaction was followed by measurement of 
ammonium ions due to hydrolysis of acetamide. Biosensor response was presented as the 
initial rate of reaction in mV.min
-1
. 
The optimization of immobilization parameters was carried out according to ANOVA 
methodology. Therefore, the mixture of 30µL of cell-free extract, 2µL GA (5%) and 10 
µL Gelatin 15% (w/v) exhibited the best biosensor response. Some experimental 
parameters such as pH and incubation time in 2µM urea were also optimized. The best 
biosensor response was obtained to pH 7,2 and the optimum incubation period in urea 
solutions was 20 min. The inhibition response of the biosensor was given as the change in 
biosensor response after incubation in the urea solution (ΔmV.min-1).  
Three calibration curves for this biosensor were carried out in buffer solution, milk and 
wine exhibiting a limit of detection of 2,0 × 10
-6
 M urea. A recovery of 70% of enzyme 
activity was observed by incubating these membranes for two hours in 2M 
hydroxylamine. The biosensor exhibited good storage stability for a period of 55 days 
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with a loss of only about 15% of biosensor response, it showed a linear response in the 
range of 4-10 µM de ureia, and a response time of 20s and the biossensor sensitivity was 
58,245 mV.min
-1
. 
 
Key-Words: Biosensor for urea, aliphatic amidase from Pseudomonas aeruginosa, ion 
selective electrode, polyethersulfone membrane, inhibiton by urea, milk and wine. 
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1. INTRODUÇÃO: 
1.1 UREIA: 
Métodos analíticos económicos, rápidos e de confiança são cada vez mais necessários na 
indústria alimentar com vista à determinação de substâncias específicas nos alimentos e 
produtos alimentares. Esta necessidade é devido às normas regulamentares cada vez mais 
exigentes e às preocupações do consumidor sobre a composição de alimentos e a sua 
segurança [Luong et al., 1997]. Assim, o processamento de alimentos e bebidas 
necessitam de técnicas rápidas e acessíveis em termos económicos para o controlo de 
qualidade de produtos alimentares. O crescente aumento de métodos analíticos “on-line” 
na indústria alimentar tem estimulado na última década uma procura constante de 
técnicas analíticas práticas e os biossensores são fortes candidatos para o efeito 
[Eshkenazi et al., 2000].    
A ureia é uma substância largamente distribuída na natureza sendo monitorizada para 
várias aplicações nomeadamente sobre a saúde humana, animal, agricultura e outras. Esta 
substância é o produto final do metabolismo das proteínas e a sua detecção e 
quantificação tem atraído considerável interesse, em particular em análises clínicas, 
indústria agro-alimentar, monitorização ambiental bem como noutras aplicações a nível 
industrial e ambiental. [Chou et al., 2008] A crescente acção regulatória nas indústrias 
alimentar e de bebidas, com a imposição de regras de qualidade cada vez mais exigentes, 
criam a necessidade de métodos rápidos, efectivos e económicos, como os biossensores, 
para o controlo da qualidade dos seus produtos. 
A urease (EC 3.5.1.5) é uma enzima que está presente na maioria dos sistemas biológicos 
desempenhando um papel muito importante porque catalisa a decomposição da ureia a 
seguir descriminada: 
 
OHHCO2NH O3H  CONHNH 34
urease
222  
 
Os vinhos e outras bebidas fermentadas e destiladas podem apresentar nalgumas 
situações níveis elevados de ureia. De acordo com Ough et al [Ough, et al. 1989] e 
Francis [Francis, 2006], as vinhas fortemente fertilizadas são provavelmente a principal 
causa de elevados níveis de ureia nos vinhos. Contudo, a ureia é também sintetizada no 
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metabolismo de leveduras que fazem parte integrante do fabrico do vinho [Monteiro e 
Bisson 1991]. Assim, estudos científicos já indicaram que a arginina e a citrulina são os 
principais precursores de ureia sendo a estirpe de levedura e temperaturas de fermentação 
factores que também afectam o aumento da acumulação de ureia nos vinhos [Almy e 
Ough, 1989]. A presença da ureia nas bebidas alcoólicas era pouco preocupante até há 
alguns anos quando se detectou que ela reagia com etanol a altas temperaturas formando 
carbamato de etilo (Ethyl Carbamate - EC). A preocupação com EC é baseada no facto 
de que testes de toxicidade in vivo e in vitro demonstraram que este composto é 
genotóxico ligando-se ao DNA sendo por conseguinte uma substância carcinogénica nos 
animais [Schlatter e Lutz, 1990; Zimmerli e Schlatter, 1991]. Uma vez que a exposição 
humana aos compostos carcinogénicos deve ser a mais baixa possível, os níveis limites 
legais de EC nas bebidas alcoólicas e noutros produtos foram estabelecidos 
nomeadamente no Canadá (até 150µg/L nas bebidas brancas) ao passo que na Califórnia 
é de 0,7ug/dia [Matsudo et al., 1993]. Por conseguinte, há um grande interesse na 
compreensão dos mecanismos envolvidos na formação de EC nas bebidas alcoólicas de 
forma a intervir no processo de fabrico com vista à redução de níveis de EC de acordo 
com a legislação em vigor. A formação de EC nos vinhos é bem conhecida uma vez que a 
ureia, citrulina e carbamil fosfato produzem EC com etanol embora a ureia seja o 
precursor primário e o melhor indicador da formação potencial de EC [Butzke e Bisson; 
Hasnip, et al., 2004]. Por outro lado, a ureia é largamente quantificada no leite de vacas e 
cabras para melhorar a compreensão do balanço de azoto nos animais. Elevadas 
concentrações de ureia são frequentemente associadas aos níveis excessivos de proteína 
usados na alimentação de animais [DePeters e Ferguson, 1992; Kirchgessner et al., 1986; 
Kirchgessner e Kaufmann, 1987]. A ureia não sendo um constituinte natural do leite pode 
encontra-se presente como um adulterante. A sua presença no leite do gado leiteiro pode 
estar relacionada com o consumo excessivo de azoto [Verma et al., 2003]. Este excesso 
de proteína nas rações de animais representa um custo adicional para os agricultores e o 
aumento de azoto excretado irá aumentar significativamente a poluição do meio ambiente 
[Hof et al., 1997; James et al., 1999; Jonker et al., 1998; Kauffman e St- Pierre, 1999; 
Schepers e Meijer, 1998]. Por outro lado, estudos anteriores sugeriam que elevados níveis 
de ureia no organismo afectavam de forma adversa o desempenho do sistema reprodutivo 
das vacas [Butler et al., 1996; Larson et al., 1997]. Assim, a monitorização da ureia no 
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leite tornou-se um método vulgar na Europa e nos Estados Unidos de forma a assegurar 
que o gado leiteiro seja alimentado com uma ração equilibrada de proteínas evitando 
encargos adicionais e a excessiva poluição ambiental. Os valores típicos de ureia no leite 
do gado leiteiro saudável variam na gama de 3 a 5 mM [Jonker et al., 1998; Kohn, 2000]. 
Assim, há uma necessidade premente da análise da ureia no leite do gado leiteiro em 
tempo real de forma a diagnosticar rapidamente os problemas nutricionais reduzindo 
desta forma os encargos e erros associados na recolha de amostras, armazenamento, 
transporte e análise da ureia in situ. 
 
1.2 BIOSSENSORES: 
Um sensor é um pequeno detector analítico que permite a medição directa de analitos na 
matriz de uma amostra e este dispositivo deverá ser capaz de responder contínua e 
reversivelmente ao analito, sem perturbar a amostra sob investigação [Lojou et al, 2006]. 
As técnicas analíticas químicas e biológicas tradicionais envolvem reacções que ocorrem 
em solução através da mistura dos reagentes. Um biossensor refere-se a um dispositivo 
em que o componente biológico está imobilizado no sistema e a reacção ocorre à 
superfície de um eléctrodo [Chaubey et al, 2002]. 
Por definição, os biossensores são dispositivos que englobam um elemento de transdução 
(eléctrodo sensor) coberto por uma camada de reconhecimento bioactiva (enzima, 
anticorpo, ácido nucleico, parte da estrutura de uma molécula biológica ou 
microrganismo) que constitui uma interface entre o analito e o eléctrodo sensor. Esta 
interface é responsável pela regulação da especificidade e sensibilidade do dispositivo, 
pois é capaz de reconhecer os seus analitos específicos. Sendo permeável e selectiva ao 
analito alvo, interage especificamente com este, quer directamente, quer através de um 
mediador. Da interacção do bioelemento com o analito resulta uma reacção cujo produto 
é selectivamente detectado e quantificado pelo dispositivo sensor. O elemento biológico 
poderá converter o analito noutra espécie química através de uma reacção bioquímica, 
produzir ou libertar outro produto químico como resposta ao estímulo do analito, alterar 
as suas propriedades ópticas, eléctricas ou mecânicas ou produzir qualquer outra resposta 
que possa ser quantificada. O transdutor tem como função principal a conversão da 
alteração físico-química no material biologicamente activo, resultante da interacção com 
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o analito, num sinal electrónico que pode ser adequadamente processado fornecendo um 
sinal de “output” [Lojou et al, 2006; Chaubey et al 2001; Buerk, 1993]  
 
Fig.1 – Elementos constituintes de um Biossensor. 
 
Das várias vantagens da utilização de biossensores realça-se o baixo custo, rapidez, 
simplicidade de operação e possibilidade de análise em tempo real. 
Os biossensores são altamente selectivos não só devido à elevada especificidade do 
elemento biológico para o reagente alvo, como também devido à elevada selectividade da 
superfície do eléctrodo aos produtos reaccionais alvo.  
Este tipo de dispositivos apresenta uma vasta gama de aplicações importantes em análises 
clínicas, industriais, ambientais e na agricultura.  
O campo de acção dos biossensores é interdisciplinar e os avanços ocorrem pelo 
progresso em diversas disciplinas tais como a microelectrónica, microcomputadores e 
biotecnologia. As novas tecnologias de transdutores, a existência de diversos métodos de 
medição e a utilização de uma vasta gama de sistemas biológicos e bioquímicos têm 
proporcionado grandemente a expansão das áreas de investigação relacionadas com 
biossensores [Lojou e Bianco; 2006]. 
 
1.2.1 Características de um biossensor ideal: 
O “design” óptimo de um biossensor seja este electroquímico, óptico, ou outro tipo de 
biossensor é ditado por diversas propriedades físicas básicas do sistema de medida, tais 
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como do meio no qual a medição é feita. Algumas das propriedades mais pertinentes e 
características de um biossensor ideal são: 
 
1.2.1.1 Sensibilidade: 
A sensibilidade é definida como a alteração na magnitude do sinal de “output” do 
biossensor como resposta à alteração da concentração de uma espécie química específica 
(ΔS/ΔC). Muito frequentemente acontece que alterações na concentração de um co-
reagente ou de um co-produto de uma reacção química são medidos. A sensibilidade do 
biossensor no que diz respeito ao substrato de interesse (o analito) deverá posteriormente 
ser relacionada directamente com as espécies químicas detectadas através de 
estequiometria adequada. Noutros casos, algumas propriedades físicas são alteradas pelo 
bio-elemento sendo posteriormente medidas pelo transdutor. 
Para alguns biossensores, as medições são baseadas na resposta dinâmica do biossensor. 
Nestes casos a sensibilidade pode ser definida como a variação no sinal com o tempo para 
uma dada variação na concentração (ΔS/ΔtΔC) ou qualquer outra relação que dependa do 
tempo. São diversos os factores que afectam a sensibilidade efectiva de determinado 
biossensor que incluem o tamanho do sensor, a espessura da membrana e o resultante 
transporte de massa das espécies químicas da amostra para a região sensora, bem como 
de diversos processos que desactivam o biossensor. Idealmente, a sensibilidade de um 
dado biossensor deverá manter-se constante durante o seu tempo de vida e deverá ser 
suficientemente alta de modo a permitir medições convenientes do sinal de “output” do 
transdutor com aparelhagem electrónica  
 
1.2.1.2 Linearidade: 
Um biossensor perfeitamente linear apresentará a sua sensibilidade constante desde a 
concentração nula de substrato até à máxima concentração de substrato que possa ser 
fisicamente dissolvida no meio de medida. Na prática, a região de linearidade é 
normalmente restrita a um determinado intervalo de concentrações de substrato. Um 
biossensor não tem necessariamente que ser linear para apresentar aplicabilidade prática 
desde que a curva de calibração possa ser obtida com precisão suficiente de modo a 
permitir a interpretação do sinal do biossensor. [Buerk, 1993]  
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1.2.1.3 Limite de detecção: 
Idealmente, a menor quantidade de substrato que pode ser detectada deverá ser apenas 
limitada pela resolução da instrumentação electrónica utilizada para as medidas. Na 
prática, são diversos os factores que conduzem a um limite de detecção mais elevado do 
que aquele que seria de desejar. Como exemplo disto, existem os transdutores 
electroquímicos baseados em medições potenciométricas que podem apresentar 
interferências de outros iões bem como reacções de superfície que podem limitar a 
medição. Obviamente que a concentração de analito a ser determinada deverá encontrar-
se dentro do limite de detecção do biossensor de modo a que este tenha utilidade [Buerk, 
1993]  
 
1.2.1.4 Selectividade: 
Um biossensor ideal deverá responder unicamente a alterações na concentração do analito 
alvo não sendo assim influenciado pela presença de outra espécies químicas em solução. 
De outro modo, as leituras obtidas não serão correctas uma vez que a alteração da 
concentração das espécies interferentes está também a ser tida em consideração. Caso não 
seja possível eliminar as espécies interferentes da solução torna-se necessário medir estas 
com outro método de análise de modo a corrigir o sinal do biossensor para a solução alvo. 
O pH pode também influenciar a reacção química que tem lugar com o bio-elemento do 
biossensor alterando a sua selectividade .[Buerk, 1993] 
 
1.2.1.5 Tempo de vida: 
O elemento biológico utilizado no sistema é normalmente o componente mais instável. 
Uma importante propriedade do biossensor é o tempo que estes permanecem sensíveis 
sob condições de operação normais. O tempo de vida pode ser dependente do número 
total de medições realizadas ou podem depender da magnitude das concentrações de 
analito medidas, ao passo que as concentrações mais altas podem conduzir a perdas mais 
rápidas na sensibilidade. Podem ainda existir outras espécies na solução de analito que 
conduzam a um aceleramento do processo de desactivação independentemente da 
concentração de analito. Outra propriedade importante é o tempo que um biossensor pode 
ser armazenado entre cada utilização. O armazenamento do biossensor deverá também 
Capítulo I – Introdução 
 8 
ser tido em conta dado que é essencial que se providenciem condições que permitam a 
manutenção das propriedades bio-activas [Buerk, 1993] .  
 
1.2.1.6 Histerese: 
Um biossensor ideal não deverá ser afectado pelas medições anteriores. No entanto, 
quaisquer alterações que se observem no ambiente de medida poderão interferir nos 
resultados das leituras subsequentes. Uma das situações mais comuns é a difusão do 
analito quando se encontra em altas concentrações para o interior do biossensor. Este 
analito acumulado poderá, numa medição subsequente para concentrações mais baixas 
difundir-se novamente para a solução de analito misturando-se homogeneamente com 
esta alterando a sua concentração. Para volume baixos este efeito poderá conduzir a erros 
de leitura [Buerk, 1993] 
 
1.2.1.7 Resposta Dinâmica: 
As propriedades físicas e o tamanho relativo do biossensor determinam a velocidade com 
que este responde às alterações de concentração do analito alvo. Geralmente, o 
mecanismo principal é usualmente a difusão simples das espécies químicas da amostra 
até à superfície activa do transdutor. O fluxo de massa do analito alvo e/ou dos reagentes 
que está a ser detectada é proporcional às diferenças de concentração, aos coeficientes de 
difusão efectiva para cada espécie que se move através dos diversos elementos do 
biossensor (membrana, electrólito, e outras estruturas), e à espessura de cada elemento. 
Normalmente, este tipo de resposta é referente a processos dependentes da difusão.[Buerk, 
1993] 
 
1.2.2 Classificação: 
Os biossensores são classificados de acordo com o tipo de transdutor que é utilizado e 
assim subdividem-se em biossensores ópticos, calorimétricos, piezoelectrónicos, 
electroquímicos e transístores de efeito de campo (“Field effect transistors” – FET) 
[Chaubey e Malhotra, 2002; Singh et al 2008]: 
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Fig.2 – Classificação de Transdutores. Adaptado de Singh et al 2008. 
 
1.2.2.1 Biossensores Electroquímicos: 
Os sensores electroquímicos representam uma importante subclasse de sensores químicos 
nos quais um eléctrodo é utilizado como elemento transdutor. O objectivo é gerar um 
sinal eléctrico que esteja de algum modo relacionado com a concentração de analito. 
Neste tipo de biossensores [Janata et al., 1998] a capacidade analítica das técnicas 
electroquímicas é combinada com a especificidade do processo de reconhecimento 
biológico. Nesta configuração um agente bio-específico é imobilizado à superfície de um 
eléctrodo, o qual converte o processo de reconhecimento biológico numa resposta 
amperométrica ou potenciométrica quantificável. A selectividade do biossensor é 
providenciada pela imobilização de um elemento biológico sensível e selectivo 
(tipicamente uma enzima) em contacto próximo com o sensor [Janata et al., 1998]. São os 
biossensores mais utilizados, não apresentando as desvantagens que inibem a utilização 
dos restantes tipos de biossensores sendo rápidos, fáceis de manusear e de baixo custo e 
são classificados em função do modo de detecção [Chaubey e Malhotra, 2001] 
  
1.2.1.1 Biossensores Condutimétricos: 
Medem as alterações na condutância entre um par de eléctrodos metálicos como 
consequência da acção do elemento biológico. [Sukeerthi e Contractor, 1994] 
 
1.2.1.2 Biossensores Amperométricos: 
Medem as alterações na corrente do eléctrodo de trabalho devido à oxidação directa dos 
produtos de uma reacção biológica. Estes biossensores podem ainda basear-se em 
sistemas directos ou indirectos. Os primeiros envolvem uma reacção redox biológica, 
implicando a utilização de eléctrodos modificados usualmente um aceitador de electrões 
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no lugar de um dador de electrões natural, já os sistemas indirectos exploram os 
detectores convencionais para medirem o substrato metabólico ou o produto. Podem 
também implicar o envolvimento de um mediador para a reacção electroquímica. 
Mediadores são agentes artificiais de transferência de electrões que participam na reacção 
redox com o componente biológico e auxiliam na transferência de electrões [Chaubey e 
Malhotra; 2001]. 
 
1.2.1.3 Biossensores Potenciométricos: 
Estes baseiam-se na medição dos potenciais do eléctrodo de trabalho em relação a um 
eléctrodo de referência [Chaubey e Malhotra, 2001]. 
 
1.2.1.3.1 Eléctrodo selectivo de iões amónio:  
Os eléctrodos selectivos de iões (ISE) são um exemplo típico de sensores químicos que 
utilizam o princípio da química de reconhecimento molecular. Estes são preparados pela 
imobilização de moléculas capazes de reconhecer uma classe específica de espécies 
iónicas numa matriz polimérica apropriada. Esta matriz é depois montada no corpo do 
eléctrodo composto por um fio de Ag/AgCl e uma solução interna. A performance 
analítica dos ISE’s depende grandemente da qualidade do ionoforo incorporado nas 
membranas poliméricas, apesar disso o tipo e composição relativa de todos os 
componentes utilizados para a construção da membrana variam grandemente as suas 
propriedades electroanalíticas [Shim Et al, 2004]. Nos ISE’s os iões alvo presentes em 
matrizes biológicas complexas são quantificados devido à detecção de alterações no 
potencial do eléctrodo provocadas pela ligação selectiva dos iões à superfície do 
eléctrodo [Chaubey e Malhotra, 2001]. No caso específico do eléctrodo selectivo de iões 
amónio possui uma membrana sólida constituída por uma matriz polimérica em PVC que 
é específica para os iões amónio presentes em solução aquosa sendo condutora destes 
iões. Tratando-se de um método potenciométrico de análise exige a presença de um 
eléctrodo de referência. Este é um eléctrodo de junção dupla cujo revestimento interno 
deve ser constituído por uma substância que não interfira com a análise, ou seja, que não 
possua iões que sejam detectados pelo eléctrodo selectivo de iões interferindo assim com 
a sua detecção. No presente caso, o revestimento interno do eléctrodo de referência 
contem acetato de lítio. Basicamente, este método permite correlacionar um potencial 
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lido em mV e a concentração respectiva de iões amónio presentes em solução, o que é 
possível através da construção prévia de uma recta de calibração com recurso a padrões 
de concentração conhecida de NH4Cl. 
 
1.2.2.2 Biossensores ópticos: 
São baseados na medição da luz absorvida ou emitida como consequência de uma 
reacção bioquímica. Neste tipo de biossensores a luz é conduzida por meio de fibras 
ópticas até ao detector [Peterson e Vurek, 1984; Seitz, 1987]. São bastante sensíveis, no 
entanto, não podem ser utilizados em meios turvos. 
 
1.2.2.3 Biossensores Calorimétricos: 
Detectam o analito com base no calor envolvido na reacção química originada pela 
interacção deste com o elemento bioactivo. Não podem ser utilizados em sistemas que 
apresentem trocas de calor muito baixas [Chaubey e Malhotra, 2002]. 
 
1.2.2.4 Biossensores Piezoelectrónicos: 
Operam com base no princípio da geração de dipolos eléctricos ao submeter um cristal 
natural anisotrópico a stress mecânico. A adsorção do analito aumenta a massa do cristal 
e altera a sua frequência de oscilação básica [Abad et al., 1998; Minunni et al., 1994]. 
 
1.3 BIOSSENSORES BASEADOS NA INIBIÇÃO ENZIMÁTICA: 
Os biossensores tornaram-se uma importante ferramenta para a detecção de componentes 
biológicos e químicos na monitorização clínica, alimentar e ambiental. Os motivos 
enunciados para este sucesso recaem sobre as suas excepcionais capacidades de 
performance que incluem elevada especificidade e sensibilidade, resposta rápida, baixo 
custo, tamanho relativamente pequeno e facilidade de operação.  
Enquanto os transdutores electroquímicos combinados com uma enzima constituindo o 
elemento bioquímico formam a maior categoria os sistemas de biossensores que 
dependem especificamente da inibição podem ser divididos em três categorias [Amine, et 
al., 2006]: 
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Biossensores baseados na imobilização de células intactas: Podem conduzir ao aumento 
da estabilidade do biossensor e facilitar a regeneração da enzima. Estes podem no entanto 
sofrer reacções paralelas indesejáveis devido à coexistência de diversas enzimas [Amine, 
et al., 2006]. 
 
Dispositivos sensores associados a reactores que contenham uma matriz de enzima 
imobilizada: o inibidor passa através do reactor e inibe a enzima. A actividade residual da 
enzima é avaliada medindo a quantidade de produto enzimático que esta catalisa antes e 
após a sua inibição [Amine, et al., 2006]. 
 
Biossensores baseados na imobilização directa da enzima no dispositivo transdutor: a 
enzima e o transdutor encontram-se em contacto íntimo incorporando uma unidade única 
[Amine, et al., 2006]. 
 
Os biossensores baseados em mecanismos inibitórios foram já utilizados na análise de 
uma elevada multiplicidade de analitos significativamente importantes tais como 
pesticidas organofosforados, organoclorados, derivados de insecticidas, metais pesados e 
glicoalcaloides. A selecção do sistema enzima/analito é baseada no facto de que estes 
analitos tóxicos inibem a normal função de catálise da enzima. De um modo geral, o 
desenvolvimento destes sistemas de biossensores baseia-se numa medição quantitativa da 
actividade enzimática antes e após a exposição a um analito alvo. Tipicamente a 
percentagem de enzima inibida (I%) resultante da exposição ao analito encontra-se 
quantitativamente relacionada com a concentração do elemento inibidor (que se encontra 
no analito) e com o tempo de inibição. Consequentemente, a actividade da enzima 
residual é inversamente proporcional à concentração do elemento inibidor  
 
1.3.1 Princípio de funcionamento de um biossensor baseado na inibição enzimática: 
Os biossensores são elementos analíticos que combinam um elemento de bio 
reconhecimento e um transdutor físico para a detecção dos componentes alvo. Nos 
biossensores baseados em enzimas o elemento biológico é a enzima que reage 
selectivamente com o seu substrato. É já sabido que a resposta de um biossensor à adição 
de um substrato é determinada pela concentração do produto (P) da reacção enzimática na 
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superfície do sensor. A reacção é controlada pela velocidade de dois processos 
simultâneos, a conversão enzimática do substrato (S) e a difusão do produto da camada 
enzimática. Dado que os compostos poluentes inibem selectivamente a actividade de 
certas enzimas, a sua actividade e a concentração do produto resultante são afectadas. 
Esta inibição é analiticamente útil e é utilizada vantajosamente para a construção de 
diversos dispositivos de biossensores [Amine, et al., 2006]. 
 
1.3.2 Imobilização enzimática: 
O desenvolvimento de biossensores baseados na imobilização enzimática permitiu 
resolver diversas limitações tais como a perda de enzima (por vezes dispendiosa), 
manutenção da estabilidade da enzima, aumento do tempo de meia vida do biossensor e 
adicionalmente a redução do tempo de resposta. São conhecidas diversas técnicas de 
imobilização, estas incluem encapsulamento físico, microencapsulação, adsorção, ligação 
covalente e ligação cruzada covalente. Diversos autores confirmam que a performance de 
um dispositivo biossensor está fortemente dependente da sua configuração. A 
imobilização da enzima é um dos passos mais importantes envolvidos no “design” do 
biossensor. A escolha da técnica utilizada para ligar o componente biológico (enzima) ao 
transdutor é crucial, dado que a estabilidade, tempo de vida e sensibilidade dependem 
grandemente da configuração da camada enzimática [Amine, et al., 2006]. 
 
1.3.3 Sistema Enzima/Inibidor: 
A reacçãa enzima/inibidor é muitas vezes complexa [Amine, et al., 2006]. Existem 
diversos mecanismos que resultam da interacção entre a enzima e o composto a analisar. 
Assim podemos referir dois tipos de inibição: 
 
1.3.3.1 Inibição Reversível: 
O tempo de vida de um biossensor enzimático pode ser severamente restrita pelos 
diversos inibidores a serem medidos. A inibição pode ser reversível ou ser resultante da 
inactivação irreversível da enzima. Inibidores estruturalmente relacionados com o 
substrato podem ligar-se ao centro activo da enzima e competir com este (inibição 
competitiva): 
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Se o inibidor não se ligar somente à enzima mas também ao complexa enzima-substrato, 
o centro activo perde a sua conformação e consequentemente perde também a sua função 
catalítica. Neste caso, o substrato e o inibidor não competem entre si (inibição não 
competitiva): 
 
 
Inibidores competitivos e não competitivos afectam diferentemente a cinética enzimática 
[Segel, 1976]. Um inibidor competitivo não altera a velocidade máxima (Vmáx) mas 
aumenta a constante de Michaelis-Menten (KM) por outro lado uma inibição não 
competitiva resulta na manutenção de KM e no decréscimo de Vmáx. 
Pode ainda ocorrer inibição mista. Neste tipo de inibição o inibidor liga-se à enzima e ao 
complexa enzima-substrato mas com diferentes afinidades para cada um deles: 
 
 
 
 
Na inibição não competitiva o inibidor liga-se somente quando o complexa enzima-
substrato se forma: 
Capítulo I – Introdução 
 15 
 
O gráfico de Dixon é usualmente utilizado para a avaliação da constante de inibição e 
para a diferenciação entre os diversos tipos de inibição [Segel, 1976; Amine, et al., 2006]. 
 
1.3.3.2 Inibição Irreversível: 
Na inibição irreversível, a interacçãa enzima-inibidor resulta na formação de uma ligação 
covalente entre o centro activo enzimático e o inibidor. O termo irreversível significa que 
a decomposição do complexa enzima-inibidor resulta na destruição da enzima (hidrólise, 
oxidação): 
 
 
A cinética de inibição depende fortemente da configuração do biossensor. Nos casos em 
que se utiliza uma camada enzimática fina as cinéticas observadas são similares às 
observadas para a enzima em solução. Para enzimas nativas a inibição encontra-se 
directamente relacionada com o tempo de incubação, e iln  é linear com o tempo de 
incubação, segundo a expressão: 
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em que i  é a actividade residual. 
O grau de inibição depende da concentração de inibidor e do tempo de exposição a esse 
inibidor [Neufeld et al., 2000; Guerrieri et al., 2002]. Quando ocorrem fenómenos de 
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difusão o modelo prevê que a percentagem de inibição da enzima (%), após exposição ao 
inibidor, está linearmente relacionada com a concentração de inibidor [I] e a raiz 
quadrada do tempo de incubação ( 2
1
t ). [Zhang et al., 2001; Amine, et al., 2006] 
 
1.3.4 Limite de Detecção: 
A determinação do efeito inibitório inclui os seguintes passos: determinação da 
actividade enzimática inicial, a incubação do biossensor numa solução que contenha um 
inibidor, e finalmente a medição da actividade residual, que é a actividade após exposição 
ao inibidor. O limite de detecção define-se como a concentração da espécie a ser medida 
que forneça a mínima diferença detectável (redução da actividade) que é igual a 2 ou 3 
vezes o desvio padrão da resposta média do branco (concentração de inibidor nula), no 
entanto esta metodologia não tem em consideração o intervalo de confiança do inibidor. 
O verdadeiro valor do limite de detecção pode ser definido como a concentração de 
inibidor para a qual o intervalo de confiança não ultrapasse o intervalo de confiança 
obtido para concentração zero de inibidor. Qualquer concentração acima do limite 
mínimo de detecção possui 95% (2 desvios padrões) ou 99% (3 desvios padrões) de 
probabilidades de ser um resultado real [Amine, et al., 2006]. 
O limite de detecção corresponde geralmente a 90-80% da actividade residual ou seja 10-
20% de inibição. O limite de detecção depende do tempo de incubação da enzima com o 
inibidor e o grau de inibição enzimática aumenta com o tempo de incubação até atingir 
uma patamar estável. O limite de detecção de diversos biossensores depende de diversos 
parâmetros tais como pH, temperatura, quantidade de enzima (no caso de inibição 
irreversível), da concentração de substrato (no caso de inibição competitiva reversível), 
da matriz da imobilização e do tempo de reacção entre a enzima e o inibidor [Amine, et 
al., 2006].  
 
1.3.5 Regeneração: 
Compreender o mecanismo de inibição e de regeneração das enzimas é um problema 
geral de grande importância para muitos bioquímicos e biotecnólogos, especialmente 
quando se utilizam enzimas imobilizadas. A forte inibição da enzima pode constituir um 
problema sério em termos práticos pois limita a reutilização do biossensor. Deste modo 
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torna-se necessário estudar a possibilidade de reactivação da enzima que se pretende 
tanto mais alta quanto possível [Amine, et al., 2006].  
Vários estudos demonstraram que o tempo que decorre entre a inibição e a reactivação 
influência de forma indirecta a percentagem de reactivação, ou seja quanto maior for o 
tempo decorrido entre o contacto da enzima com o inibidor menor é a percentagem de 
reactivação conseguida. O tempo de contacto da enzima com o agente inibidor também 
influência a possibilidade de reactivação da enzima, sendo esta tanto menor quanto maior 
for o tempo de incubação [Amine, et al., 2006]. 
 
1.3.6. Parâmetros que afectam a performance do biossensor: 
 
1.3.6.1 Efeito do pH: 
O pH das soluções contendo substratos pode afectar a actividade enzimática uma vez que, 
tal como todas as proteínas as enzimas possuem uma estrutura terciária nativa que é 
sensível ao pH, a desnaturação das enzimas pode ocorrer a valores de pH extremos. É 
bem sabido que a actividade da enzima é altamente dependente do pH deste modo o pH 
óptimo para um ensaio enzimático deve ser determinado empiricamente. O pH óptimo 
deverá situar-se num patamar de modo que o pH não interfira grandemente na actividade 
da enzima e que não interfira com os resultados obtidos relativos à inibição da enzima 
pelo inibidor.  
 
1.3.6.2 Efeito da concentração de substrato: 
A resposta do biossensor para o substrato é determinada pela concentração de produto da 
reacção enzimática à superfície do sensor. A concentração de substrato pode influenciar o 
grau de inibição [Kok et al., 2002]. Para baixas concentrações de substrato, o efeito 
inibitório, qualquer que seja o inibidor utilizado, é menor dado que a enzima na 
membrana se encontra em excesso e somente parte da enzima está envolvida na 
conversão do substrato, ou seja a enzima em excesso não toma parte na reacção. Neste 
caso as moléculas de enzima ligadas ao inibidor podem ser compensadas pelas moléculas 
de enzima livre presentes na membrana. Como resultado, o decréscimo da resposta do 
biossensor não fornecerá uma indicação correcta da quantidade de enzima realmente 
inibida na presença do agente inibidor. Este efeito é típico para enzimas imobilizadas 
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qualquer que seja o mecanismo de inibição ou o sistema utilizado para a detecção de 
actividade enzimática [Amine, et al., 2006]. Para concentrações de substrato elevadas, a 
situação é bastante diferente, e depende do tipo de inibidor. No caso de inibição 
reversível, tanto o substrato como o inibidor interagem simultaneamente com a enzima 
imobilizada e a sensibilidade ao inibidor decresce com o aumento da concentração de 
substrato. Tal comportamento observa-se somente quando estamos perante inibição 
reversível. No caso de inibição irreversível, para concentrações saturantes de substrato, 
todas as moléculas de enzima presentes na membrana estão envolvidas na reacção 
enzimática. Se parte destas moléculas se encontrar ligada ao inibidor, a resposta do 
biossensor decresce. Este comportamento é somente observado no mecanismo 
irreversível de inibição. [Dzyadevych et al., 2004]. 
 
1.3.6.3 Efeito da concentração de enzima: 
A reacção enzimática é controlada pela velocidade de dois processos simultâneos, a 
conversão do substrato (S) e a difusão do produto da camada enzimática. Se existir uma 
elevada actividade enzimática, o decréscimo na concentração de substrato não será 
totalmente compensado pela transferência da solução através da membrana devido a 
limitações difusionais, e por este motivo, apenas uma fracção dos centros activos 
enzimáticos estará envolvida na interacção com o substrato. Neste caso, controlo 
difusional da resposta, a sensibilidade da enzima imobilizada à inactivação, quer por 
efeito da temperatura ou presença de um inibidor, será menor quando comparada com a 
enzima em solução [Amine et al., 2006]. 
A maior sensibilidade a inibidores foi determinada para concentrações mais baixas de 
enzima. [Shan et al., 2004; Mohammadi et al., 2005; Sotiropolou e Chaniotakis, 2005; 
Sotiropoulou et al., 2005]. 
 
1.4. DETERMINAÇÃO DA INIBIÇÃO EM FASES ORGÂNICAS: 
A determinação de inibidores (pesticidas e metais pesados) é normalmente realizada em 
soluções aquosas. No entanto, estes compostos são geralmente caracterizados pela sua 
baixa solubilidade em água e pela sua elevada solubilidade em solventes orgânicos e 
deste modo a extracção e concentração de pesticidas ou de metais pesados de matrizes 
sólidas (vegetais, frutas, peixe) são vulgarmente efectuadas nesses solventes. 
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Dependendo da natureza e da quantidade dos solventes orgânicos envolvidos, a enzima 
poderá ser fortemente inactivada quando as experiências são desenvolvidas nestes meios 
[Amine et al., 2004]. Assim, a escolha do solvente deverá ser considerada como parte do 
desenvolvimento do método de modo a evitar efeitos indesejáveis. Os efeitos de solventes 
orgânicos são bastante variáveis e dependem da configuração na qual a enzima é 
empregue.  
 
1.5. IMOBILIZAÇÃO: 
O objectivo essencial da imobilização enzimática é a restrição da liberdade de 
movimentos da enzima. A opção pelo método de imobilização e pelo suporte a empregar 
exige que se tenha em linha de conta algumas considerações fundamentais no que se 
refere à propriedades físicas (Robustez, ausência de compressão das partículas, área 
superficial disponível, formato - leitos/membranas/fibras, grau de porosidade, volume dos 
poros, permeabilidade, densidade, queda de pressão, taxa de fluxo, espaço para biomassa) 
e químicas (Hidrofilicidade - água que se liga ao suporte, inerte às enzima/células, grupos 
funcionais disponíveis e regeneração/reutilização do suporte) do suporte, à estabilidade 
(Armazenamento, actividade residual da enzima, produtividade celular, regeneração da 
actividade enzimática, manutenção da viabilidade celular e estabilidade mecânica do 
material de suporte), resistência (Ataque de bactérias ou fungos, pH, temperatura; 
solventes orgânicos; proteases, mecanismos de defesa celulares), segurança 
(Biocompatibilidade - invoca uma resposta imunológica; toxicidade dos reagentes; 
segurança para os operadores de processo e utilizadores finais do produto), custo 
(Disponibilidade e custo do suporte, reagentes, equipamento especial, competências 
técnicas necessárias, impacto ambiental, possibilidade de “scale-up” do processo, 
possibilidade de reutilização do suporte, tempo de vida efectivo) e existência de reacções 
paralelas (Taxa de fluxo, quantidade de enzima/células e produtividade catalítica, cinética 
de reacção, reacções laterais indesejáveis, limitações difusionais, transferência de massa, 
cofactores, substratos e produtos) [Bickerstaff,  1997]. 
 
1.5.1 Imobilização por Ligação covalente: 
Este método de imobilização envolve a formação de uma ligação covalente entre a 
enzima/célula e o material do suporte. [Porath e Axén, 1976; Woodward,  1985; Cabral e 
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Kennedy, 1991]. A ligação é normalmente formada entre os grupos funcionais presentes 
na superfície do suporte e os grupos funcionais pertencentes aos resíduos amino acídicos 
na superfície da enzima. Existe uma grande diversidade de grupos funcionais amino 
acídicos adequados para participar na formação de ligações covalentes. Os grupos mais 
comuns neste tipo de ligações são os grupos amino (NH2) da lisina e da arginina, os 
grupos carboxílicos (CO2H) do ácido aspártico ou do ácido glutâmico, os grupos 
hidroxilo (OH) da serina e da treonina e por fim os grupos –SH da cisteína [Srere e 
Uyeda, 1976]. 
Existe disponível uma grande variedade de materiais de suporte para a ligação covalente, 
não podendo nenhum deles ser considerado o ideal. Na verdade, não existe um material 
de suporte ideal, deste modo as vantagens e desvantagens em utilizar um ou outro 
material de suporte têm que ser tomadas em consideração na selecção do procedimento a 
efectuar para determinada imobilização enzimática [White e Kennedy, 1980; Taylor, 
1991]. Diversos factores podem influenciar a selecção de um suporte em particular. A 
capacidade hidrofílica é o factor mais importante para manter a actividade enzimática no 
ambiente do suporte [Gemeiner, 1992]. Como consequência, os polissacáridos (ex: 
celulose, dextrano, amido e agarose) são materiais bastante populares para a imobilização 
enzimática pois são altamente hidrofílicos. Os resíduos de açúcares nestes polímeros 
contêm grupos hidroxilo, que são grupos funcionais ideais para activação química de 
modo a proporcionar a formação de ligações covalentes. Os grupos hidroxilo também 
formam ligações por pontes de hidrogénio com as moléculas de água e deste modo criam 
um ambiente hidrofílico no suporte. Os suportes constituídos por polissacáridos são 
susceptíveis à degradação por acção de microrganismos (bactérias ou fungos) sendo os 
géis ainda mais sensíveis a solventes orgânicos. Existe ainda a sílica e o vidro porosos os 
quais constituem também meios populares para a imobilização por ligação covalente 
[Bickerstaff, 1997]. 
Existem diversos procedimentos reaccionais para acoplar uma enzima a um suporte por 
meio de uma ligação covalente, nomeadamente a reacção de alquilação, formação de uma 
ligação peptídica, formação de uma ligação de isoureia ou de uma ligação diazo 
[Bickerstaff, 1997]. 
É importante seleccionar um método de imobilização que não conduza à desactivação da 
enzima devido à reacção com o centro activo desta, directa ou indirectamente. Deste 
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modo, se uma enzima empregar um grupo carboxílico como centro activo deverá 
seleccionar-se uma reacção que envolva os grupos amina para a ligação covalente com o 
material do suporte [Bickerstaff, 1997]. 
Em primeiro lugar, os grupos funcionais do material que constitui o suporte são activados 
por um reagente específico, em segundo lugar, a enzima é adicionada numa reacção de 
acoplamento de modo a formar uma ligação covalente da enzima ao material do suporte. 
Normalmente, a reacção de activação é feita de modo a tornar os grupos funcionais do 
suporte fortemente electrofílicos. Na reacção de acoplamento, estes grupos irão reagir 
com nucleófilos fortes tais como os grupos funcionais amina (-NH2) de certos amino 
ácidos à superfície da enzima de modo a formar uma ligação covalente [Bickerstaff, 
1997]. 
O método de imobilização não é restringido pelo tipo de material do suporte utilizado, 
sendo possível uma grande diversidade de combinações entre métodos de imobilização e 
o tipo de suporte utilizado. Esta é possível graças à modificação química dos grupos 
funcionais do material de suporte [Bickerstaff, 1997]. 
 
1.5.2 Imobilização por Ligação Covalente Cruzada:  
As ligações cruzadas não dizem respeito à imobilização do bioelemento na superfície de 
um suporte, mas sim à ligação entre células ou enzimas entre si, formando uma estrutura 
tridimensional complexa de grandes dimensões. As ligações cruzadas podem efectuar-se 
através de métodos físicos ou químicos. Os métodos químicos envolvem normalmente a 
formação de ligações co-valentes entre as células por meio da utilização de reagentes bi 
ou multifuncionais como o glutaraldeído ou o tolueno diisocianato. No entanto a 
toxicidade destes reagentes é um factor limitante na aplicação deste método a células 
vivas e a muitas enzimas. Assim, de modo a contornar este problema, moléculas 
adicionais de proteína que funcionarão como espaçadores poderão ser empregues de 
modo a minimizar a proximidade das enzimas com o agente “bi” ou multifuncional, 
usando para o efeito habitualmente gelatina ou albumina. 
A ligação cruzada é raramente utilizada sozinha como meio de imobilização, dado que a 
ausência de propriedades mecânicas e a baixa estabilidade são graves limitações a este 
processo. Este tipo de ligação é muitas vezes utilizado em conjunto com outros processos 
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de imobilização de modo a melhorá-los pois permite a redução da desagregação do 
bioelemento células/enzimas destes sistemas [Bickerstaff, 1997].  
A utilização de enzimas imobilizadas em bioprocessos apresenta inúmeras vantagens, 
incluindo grande produtividade (dado que as mesmas moléculas de enzima podem ser 
utilizadas por um longo período de tempo), aumento de estabilidade da enzima, maior 
precisão no controlo da extensão da reacção e ainda, a possibilidade de automação e 
operação contínua. [Wu et al., 2007].  
 
1.5.2.1 Glutaraldeído: 
O glutaraldeído (GA) ou Pentano-1,5-dial segundo a IUPAC, tem sido largamente 
utilizado em química analítica, química orgânica, química de polímeros e medicina. O 
glutaraldeído é utilizado na imobilização de moléculas biologicamente activas como 
proteínas ou enzimas. A principal vantagem que advém da reacção do glutaraldeído com 
proteínas é a irreversibilidade e estabilidade dos seus produtos numa vasta gama de pH, 
força iónica e temperatura. Uma vantagem adicional na aplicação do glutaraldeído é o 
facto de não causar a corrosão de metais e não danificar instrumentos feitos de borracha. 
A elevada reactividade do glutaraldeído, a sua estrutura em solução aquosa e o 
mecanismo de reacção com proteínas têm sido alvo de inúmeros estudos. [Brycki et al., 
2001] 
Cada molécula de glutaraldeído é composta por dois grupos aldeído separados por uma 
cadeia flexível constituída por três pontes de metileno: 
 
 
Fig.4: Glutaraldeído 
 
O potencial para a formação de ligações cruzadas é providenciado por ambos os grupos –
CHO que intervém em reacções com proteínas em soluções aquosas e a baixas 
temperaturas. 
Comercialmente, o GA encontra-se disponível em soluções aquosas a 2%, 25% e 50% 
(v/v). Sendo um aldeído altamente reactivo, o GA existe como uma mistura de formas 
hidratadas e não hidratadas. Deste modo as formas monomérica, mono e di-hidratadas de 
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cadeia aberta, hemiacetálica cíclica e acetálica polimérica coexistem num equilíbrio 
complexo. Em condições ácidas, o hemiacetal cíclico e os polímeros acetálicos com 
comprimento de cadeia variado são as formas predominantes. 
 
 
Fig.5: Várias formas do glutaraldeído em meio ácido 
 
Em meios neutros a básicos, o glutaraldeído sofre espontaneamente uma condensação 
aldólica seguida de uma desidratação dando origem a aldeídos multiméricos α,β- 
insaturados com vários comprimentos de cadeia com estruturas complexas, que podem 
reagir com grupos proteicos: 
 
Fig.6: Reacção de polimerização do glutaraldeído, mostrando uma cadeia lateral de aldeído em cada 
unidade do polímero 
 
 Em solução aquosa o glutaraldeído está maioritariamente presente na forma de polímeros 
de diversos tamanhos. [Monsan et al., 1975]  
 
Fig.7: poli(Glutaraldeído): Polímero do tipo aldólico. 
 
Existem grupos aldeído livres em cada unidade da molécula polimérica, bem como nas 
extremidades da cadeia. Todos estes grupos vão ligar-se com os grupos amina das 
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proteínas com as quais entram em contacto, possuindo um enorme potencial para a 
formação de ligações cruzadas: 
 
Fig.8: Reacção do poli(glutaraldeído) com os grupos amina de proteínas adaptado de . [Brycki et al., 2001] 
 
Em ambiente alcalino a velocidade da reacção é superior e na reacção com proteínas os 
polímeros aldólicos do glutaraldeído reagem de modo a formar produtos reaccionais 
imino α,β-insaturadas que são altamente estabilizados por ressonância  e extremamente 
resistentes à hidrólise ácida e re-hidratação. Os produtos provenientes de reacções do tipo 
Base de Schiff susceptíveis a hidrólise ácida e rehidratação aparentemente não se formam 
ou não subsistem durante a reacção. Grupos epslon-amino (ex:lisina) são particularmente 
reactivos e estericamente acessíveis ao glutaraldeído. Em adição a análise dos resíduos de 
lisina apresenta pKa entre 8-8,5 o que aparentemente confirma a formação de aductos de 
Michael de polímeros aldólicos que são resistentes à hidrólise ácida. A formação de 
aductos do tipo base de Schiff, os quais apresentam pka’s inferiores a 5 ou 6 e 
susceptibilidade à rehidratação, não se observa com a fixação de proteínas por intermédio 
do glutaraldeído. [Bedino, 2003] 
Em reacção o glutaraldeído forma amino-metióis condensando com outros grupos, tais 
como fenol, imidazol, indol, tiol ou cisteína formando ligações por pontes. Os grupos 
mais reactivos são aparentemente grupos amina terminais, grupos α-amino constituintes 
dos péptidos dos aminoácidos e cisteína por intermédio do terminal SH-, ao passo que o 
imidazole é menos reactivo. [Bedino, 2003] 
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A utilização de glutaraldeído e de suportes contendo grupos amina primários é uma das 
técnicas de imobilização mais frequentemente utilizadas para a imobilização de enzimas 
por ligação cruzada. Existem diversas formas de utilizar o glutaraldeído para este 
propósito, tais como a imobilização das enzimas em suportes previamente activados com 
glutaraldeído ou o tratamento das proteínas adsorvidas em suportes contendo grupos 
amina primários com glutaraldeído [Betancor et al., Second Edition]. 
A imobilização enzimática por ligações cruzadas, quando demasiado extensa, pode 
conduzir à perda ou a uma redução significativa da actividade enzimática devido à 
possibilidade de impedimento estereoquímico [Sabatini et al., 1962]. Estudos sugerem 
que o glutaraldeído permite a imobilização das proteínas sem perda extensiva da 
actividade. [Hopwood et al., 1970] e por conseguinte a quantidade de glutaraldeído a 
aplicar no processo de imobilização deverá ser optimizada. 
  
1.6 PSEUDOMONAS AERUGINOSA: 
A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa bastante versátil que cresce no 
solo, em habitats costeiros marinhos bem como nos tecidos de plantas e animais. Forma 
biofilmes em superfícies húmidas tais como rochas e solo. É patogénica para o ser 
humano sendo responsável por infecções em vítimas de queimaduras, infecções do trato 
urinário ou pneumonia hospitalar. É também a causa predominante de mortalidade em 
doentes com fibrose quística aproveitando-se desta condição para proliferar nos pulmões 
destes doentes. A sua elevada resistência a antibióticos e desinfectantes impede a 
erradicação destas infecções que proliferam de forma galopante provocando a morte a 
estes pacientes. [Stover et al, 2000; Cooper et al, 2003; Garske, 2004; Thomas et al., 
2006] 
O género Pseudomonas apresenta muitas características que o tornam apropriado para a 
análise genética. As principais vantagens que tornam a Pseudomonas aeruginosa uma 
bactéria privilegiada nos estudos bioquímicos e biológicos combinados são o facto de não 
ser exigente em termos de crescimento desenvolvendo-se numa grande variedade de 
meios mesmo em meios pobres. Embora seja um organismo potencialmente patogénico, 
não apresenta risco patogénico em ambiente de laboratório não exigindo portanto 
precauções restritas de utilização. A disponibilidade de mutantes existente em tipo e em 
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número para determinado organismo determinam frequentemente a sua utilidade [Ambler 
et al.,1987].  
A estirpe selvagem de Pseudomonas aeruginosa cresce em meios contendo amidas 
alifáticas de cadeia curta como única fonte de carbono, tais como, acetamida ou 
propionamida. Esta é capaz de utilizar um vasto leque de compostos orgânicos como 
fonte de carbono e azoto devido ao facto de possuir um elevado número de enzimas 
catabólicas. Uma destas enzimas, a amidase alifática (EC 3.5.1.4), permite a utilização de 
amidas alifáticas simples tais como acetamida e propionamida como únicas fontes de 
carbono e azoto, pela hidrólise destas a amónia e correspondentes ácidos carboxílicos. A 
expressão da amidase é induzida pela presença de amidas sendo codificada pelo gene 
amiE que se encontra ligado ao gene amiR. [Ambler et al.,1987; Cousens et al., 1987].  
Esta bactéria é útill para a degradação de compostos de nitrilo que são utilizados em 
diversas operações industriais. Muitos deste compostos são altamente tóxicos sendo 
alguns deles carcinogénicos e mutagénicos [Nawaz et al., 1989].  A biodegradação destes 
compostos é de elevado interesse dado que alguns são altamente tóxicos sendo 
mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos [Nawaz e Chapatwala, 1990]. 
As estirpes mutantes de Pseudomonas aeruginosa produzem amidases com diferentes 
especificidades de substratos para diversas amidas tais como butiramida ou valeramida. 
Devido à grande diferença entre estas amidases no que diz respeito a inibidores e 
substratos específicos, é de grande interesse a purificação destas enzimas a partir das 
estirpes de Pseudomonas aeruginosa [Domingos et al., 1989; Novo et al., 1995].  
  
1.7 AMIDASE: 
1.7.1 Estrutura da amidase:  
As nitrilases, uma superfamília de enzimas distribuídas por onze ramos de classificação 
de acordo com o tipo de reacções que catalisam [Brenner, 2002; Andrade et al., 2007] sãa 
enzimas que possuem um grupo tiol e estão envolvidas na degradação de nitrilos, 
convertendo-os ao ácido carboxílico correspondente e amónia, através de um 
intermediário tetraédrico, sem a formação intermédia de uma amina. São responsáveis 
pela biossíntese de produtos naturais e estão envolvidas em modificações pós-tradução. A 
actividade de nitrilase tem sido reportada em animais, fungos, plantas e alguns 
procariotas. [Novo et al., 2002; Andrade et al., 2007]  
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A amidase alifática indutível (acilamida amidohidrolase; EC 3.5.1.4) codificada pelo 
gene amiE de Pseudomonas aeruginosa é uma enzima homo-hexamérica, com 
aproximadamente 38 KDa de peso molecular por cada monómero, que catalisa a hidrólise 
de um pequeno grupo de amidas alifáticas e demonstra uma elevada sensibilidade à 
inibição através da ureia e da hidroxiureia. Está presente em diversas espécies bacterianas 
tais como Pseudomonas, Rhodococcus e Klebsiella [Pacheco et al., 2005]. Esta amidase 
alifática pertence ao segundo ramo da superfamília das nitrilases [Brenner, 2002; 
Andrade et al., 2007] e apresenta actividade de hidrolase e de transferase. A actividade de 
hidrolase é caracterizada pela hidrólise de amidas alifáticas possuindo cadeias curtas de 
acilo dando origem aos ácidos correspondentes e amónia: Sendo também responsável 
pela transferência do grupo acilo de amidas alifáticas de cadeia curta para a hidroxilamina, 
formando acilhidroxamatos e amónia (actividade de transferase):  
 
Fig.7 – Esquema das reacções de hidrolase e de transferase (aminolise). 
 
Esta tem ainda a possibilidade de hidrolisar ésteres de cadeia curta tais como metil 
acetato, etil acetato e n-propil acetato, embora a velocidade destas reacções seja muito 
inferior à velocidade da reacção para a hidrólise de amidas: 
OHRHRCO  OH  RRCO '-22
'
2  
Dentro da actividade de transferase podemos encontrar a transferase ácida: 
OHRCONHOH  OHNHH  RCO 22
-
2  
E a transferase de ésteres: 
OHRRCONHOH  OHNHH  RRCO '2
'
2  
A estirpe L10 de Pseudomonas aeruginosa é um mutante constitutivo para a síntese de 
amidase produzindo elevados níveis desta enzima. Esta amidase é altamente específica 
para a acetamida que constitui um excelente substrato permitindo o crescimento desta 
estirpe em meios contendo acetamida como única fonte de carbono ao passo que a 
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acetanilida (N-fenil acetamida) é um substrato muito pobre para o seu crescimento. 
[Brown et al., 1978]. 
O monómero da amidase demonstra um arranjo do tipo “sandwich” de quarto camadas 
αββα (33% de cadeias α-hélice e 22% de ligações β) as duas folhas β internas, construídas 
por seis e sete ligações, interconectam-se pelo cruzamento interno de duas folhas 
[Andrade et al., 2007]. 
 
Fig.1: Estrutura do monómero da amidase: A – representação esquemática do monómero de Pseudomonas 
aeruginosa. O monómero revela uma arquitectura em quatro camadas tipo “sandwich” com uma região C 
terminal extensa incluindo diversos segmentos α-hélice. B – Diagrama da amidase: Δ – ligação β e Ο – α-
hélices. As duas folhas β representadas a azul claro e a azul-escuro são topologicamente equivalentes, o 
monómero resulta da sua duplicação em conjunto com elementos adicionais da estrutura secundária a 
cinzento. C – Sobreposição das duas metades do monómero N e C a azul claro e vermelho respectivamente, 
também presentes na estrutura da família das nitrilases. 
 
Esta topologia estrutural é característico das nitrilases, referência 3.60.110 pelo CATH 
protein classification, com uma banda β de N – terminal adicional e uma longa cadeia C 
– terminal composta por 5 α-hélices curtas ligadas por segmentos não estruturados. 
[Andrade et al., 2007]  
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2: Homo –hexâmero da amidase: D – Vista do hexâmero da amidase segundo o eixo cristalográfico 
(estrutura terciária da amidase). E – Representação esquemática do hexâmero, na mesma orientação 
salientando as relações organizacionais segundo os eixos cristalográficos de rotação. 
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Nas proteínas relacionadas com as nitrilases a actividade catalítica depende da 
conservação da tríade catalítica constituída pelos aminoácidos Glu
59
, Lys
134
 e Cys
166
. 
Estes grupos funcionais encontram-se localizados a 5Å de distância uns dos outros e com 
eles encontram-se ainda na cavidade catalítica os grupos Met
193
, Tyr
60
, Trp
138
, Glu
142
, 
Gly
191
 e Tyr
192
 formando uma cavidade com 13Å de profundidade e 23,9Å
3
 de área. Esta 
cavidade encontra-se acessível através de uma entrada em forma de túnel. 
 
Fig.3: Centro catalítico da amidase: Superfície acessível ao solvente (cinzento) do centro activo da 
amidase apresentando à sua superfície a tríade Glu
59
, Lys
134
 e Cys
166
 em conjunto com outros resíduos 
constituintes da cavidade (átomos de carbono a azul, oxigénio a vermelho, enxofre a laranja, motivos em 
hélice a verde e cadeias β a amarelo). 
 
A tríade catalítica encontra-se localizada no topo com o resíduo Cys
166
, o agente 
nucleofílico em proteínas relacionadas com a nitrilase, no topo do motivo estrutural β-
turn-α conhecido na família como o laço nucleofílico. 
O resíduo Trp
138
 desempenha um papel importante tanto na catálise enzimática como na 
estabilidade estrutural da amidase alifática dado que a substituição deste resíduo por Gly 
induz a alteração da especificidade da amidase para os substratos influenciando a sua 
estabilidade e conformação enzimática. A substituição do resíduo Trp
138 
por Gly ou Ser 
originou amidase mutante sem afinidade para a ureia e actividades reduzidas para a 
acetamida e para a acrilamida quando comparadas com a enzima selvagem. Por outro 
lado, estas mutações permitiram a hidrólise de fenilacetamida bem como de p-
nitrofenilacetamida [Andrade et al., 2007]. 
Outra propriedade relevante da amidase selvagem é a sua elevada estabilidade térmica até 
55ºC o que a torna invulgarmente termoestável para esta classe de enzimas. A termo-
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estabilidade encontra-se relacionada com diversas características estruturais, tais como o 
efeito hidrofóbico, ligações por pontes de hidrogénio e pontes salinas, distribuição de 
carga do resíduo, organização interna e tipo de aminoácidos constituintes da proteína. Os 
trabalhos de investigação associaram o terminal Glu
59 
como responsável pela manutenção 
da estrutura quaternária da enzima dado que a substituição deste terminal por Val 
conduziu à dissociação do hexâmero a dímeros com consequente perda de actividade 
enzimática. Assim o arranjo hexamérico descrito em conjunto com o arranjo estrutural 
promovido pelo envolvimento do braço longo C-terminal, único entre estruturas 
homólogas conhecidas, podem constituir factores relevantes para a promoção da termo-
estabilidade observada nesta enzima. [Andrade et al., 2007].  
Nas amidases pertencentes à superfamília das nitrilases confirmou-se por mutagénese no 
resíduo Cys166 (cisteína) da amidase de Pseudomonas aeruginosa que este actua como 
nucleófilo no mecanismo catalítico. Demonstrou-se ainda que a tríade catalítica Cys-Glu-
Lys se encontra presente em todos os membros da superfamília das nitrilases. A 
especificidade da amidase de Pseudomonas aeruginosa para o substrato codificada pelo 
gene amiE é limitada a amidas de cadeia curta. No entanto, esta especificidade pode ser 
alargada através de mutações pontuais de modo a incluir amidas de cadeia mais longa tais 
como a butiramida, valeramida, amidas aromáticas, acetanilida e fenilacetamida. Na 
estirpe mutante AI3 a mutação amiE Thr
103→Ile é responsável pela especificidade para a 
acetanilida. A ureia e a hidroxiureia são inibidores da amidase de Pseudomonas 
aeruginosa mas no entanto as mutações Arg
188
 → Cys, His ou Leu; Gln190 → Glu e Trp144 
→ Cys foram identificadas como responsáveis pelo decréscimo da afinidade da amidase 
para a ligação com a ureia [Novo et al., 2002].  
 
1.7.2 Inibição da amidase pela ureia: 
A ureia actua como inibidor dirigido ao centro activo da amidase de Pseudomonas 
aeruginosa e a inibição é dependente do tempo com a formação de um complexo na 
estapa reversível seguido de uma etapa irreversível [Brown e Gregoriou, 1979]. A 
hidroxilamina provocou a libertação da ureia ligada ao complexo inactiva enzima-ureia 
com a recuperação da actividade enzimática. A ureia ligada limita a titulação de grupos –
SH para 6 grupos por molécula hexamérica e protege-a da inactivação térmica sugerindo 
que a ligação da ureia provoca uma alteração de conformação na molécula da enzima.  As 
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mutações provocadas no gene da amidase apresentavam uma redução na afinidade de 
ligação à enzima pelas ambas, a ureia e a acetamida, cujos aminoácidos foram 
identificados por sequenciação directa dos genes mutados amplificados por PCR e 
confirmados por sequenciação de genes clonados amplificados. Os resíduos Arg-188 e 
Trp-144 estão implicados na ligação da ureia e da acetamida ao centro activo da amidase 
de Pseudomonas aeruginosa. 
 
1.18 TÉCNICAS ANALÍTICAS PARA O DOSEAMENTO DA UREIA 
Embora se encontrem disponíveis métodos espectrofotométricos e colorimétricos para a 
determinação da concentração de ureia, os métodos enzimáticos são mais selectivos, 
factor que leva a que estes sejam geralmente preferidos em detrimento dos primeiros. 
[Chou et al., 2008]. A aplicação de sensores enzimáticos para a determinação 
potenciométrica da ureia tem já sido largamente utilizada, com recurso a diversas técnicas 
de imobilização e a diferentes transdutores. Existem diversos autores que referem a 
utilização de biossensores potenciométricos para a detecção da ureia em análises 
químicas. Eléctrodos selectivos a iões, eléctrodos sensíveis ao gás de amónia e eléctrodos 
de pH têm sido aplicados para a determinação de iões amónio e iões H
+
 os quais são 
produzidos pela decomposição da ureia na presença de urease [Kuralay et al., 2005].  
Alguns do biossensores construídos para a determinação da ureia apresentam elevada 
estabilidade operacional, baixos limites de detecção e tempos de resposta baixos mas 
pecam por não terem sido optimizados em amostras reais, o que coloca em questão a sua 
aplicabilidade prática. De entre estes exemplos realcem-se os trabalhos conduzidos por  
Osaka et al. (1996), estes autores desenvolveram um biossensor para a ureia baseado na 
ligação covalente da enzima urease, com recurso a um transdutor potenciométrico, 
obtendo um limite de detecção da ordem de 3×10
-5
M e uma estabilidade superior a 30dias. 
 
Outros biossensores têm sido construídos para a determinação de ureia no sangue, na 
saliva, na urina e no leite. Verma et al. (2008), desenvolveram um biossensor descartável 
para a determinação de ureia no leite baseado na adsorção física, com recurso a um 
transdutor potenciométrico, este apresentou um tempo de resposta de 2 min e um limite 
de detecção na ordem de 1,66mM. [Osaka et al. (1996), Verma et al. (2008), Singh et al., 
2008].  
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Não existem até à data métodos enzimáticos alternativos à aplicação da urease para a 
determinação da ureia [Singh et al., 2008]. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS: 
2.1. REAGENTES: 
Glutaraldeído 25% da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Membranas de 
polietersulfona modificadas (PES) (Ultrabind, US450 0,45 µm) fornecidas por Gelman 
(USA) e Porablot
®
 nylon (NY) plus fornecidas por Macherey-Nagel, Germany. O leite 
(marca Mimosa) foi adquirido de um supermercado ao passo que a amostra de vinho 
caseiro foi obtido de produção tradicional. Os restantes reagentes utilizados eram de grau 
pró-análise. 
2.2 MATERIAIS: 
A estirpe mutante constitutiva de Pseudomonas aeruginosa L10 foi isolada no laboratório. 
O eléctrodo selectivo de iões amónio (ISE) da ELIT e software correspondente 
fornecidos pela NICO2000 (UK). A centrífuga de bancada Janetzki T30 (Alemanha) e 
centrífuga de bancada refrigerada Hermle Z383K (Alemanha). No decorrer de todo o 
trabalho foram utilizadas micropipetas Gilson (França) e VWR (Alemanha). Membranas 
de Filtração Durapore, 0,45µm HV e Filtros Swinnex non-sterile fornecidos pela 
Interface (Portugal). Membranas de Polieter sulfona (PES) modificada (tamanho de poro 
- 0,45µm; espessura - 152µm), e Porablot NY Plus fornecidas pela VWR (Alemanha).  
2.3 MÉTODOS: 
2.3.1 Estirpe bacteriana, meio e condições de crescimento para a produção de 
enzima 
A estirpe mutante constitutiva de Pseudomonas aeruginosa L10 foi usada como fonte de 
extracto celular contendo actividade de amidase.  
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2.3.1.1 Selecção de colónias produtoras de amidase 
O meio selectivo foi usado para o isolamento de células de Pseudomonas aeruginosa L10 
produtoras de amidase com a seguinte composição: 20ml de meio basal, 1,5g agar e 79 
ml de água desmineralizada. O pH foi ajustado para 7,2 e autoclavado durante 15 min a 
121ºC. Após o seu arrefecimento, foi adicionada uma solução de acetamida (10%, p/v) 
previamente esterilizada por filtração, ao meio de cultura [Brown et al., 1972]. O meio 
completo foi distribuído em Placas de Petri (10ml) que foram posteriormente inoculadas 
com a estirpe mutante de Pseudomonas aeruginosa L10 conservada em meio solido. As 
placas foram incubadas a 37ºC durante alguns dias até a obtenção de colónias visíveis. 
2.3.1.2 Crescimento de células em descontínuo 
As colónias foram posteriormente inoculadas assepticamente, com o auxílio de uma ansa 
esterilizada, em balões erlenmeyer contendo 50mL de meio basal, sulfato de amónio e 
lactato de sódio [Brown e Clarke, 1972]. As culturas foram crescidas numa incubadora 
com agitação orbital a 37ºC e 250 rpm. O crescimento da cultura foi acompanhado a A540 
do caldo de fermentação até este atingir ≥ 1,5. O meio basal fresco e esterilizado foi 
inoculado com os pré-inóculos previamente crescidos (10% (v/v)) perfazendo o volume 
total de 500mL em balões de 2000 mL. A incubação destes decorreu a 37ºC e 250 rpm e 
o crescimento das culturas foi acompanhado a A540  até este atingir ≥1,5.  
2.3.1.3 Crescimento de Pseudomonas aeruginosa L10 em batch no fermentador de 
laboratório 
O fermentador de laboratório de 5 litros foi carregado com 2,250 litros de meio de cultura 
estéril que foi inoculado com um pré-inóculo previamente crescido (10% (v/v)) 
perfazendo o volume total de 2500 mL. O crescimento da cultura foi realizado a 37ºC, 
150rpm, sem arejamento a pH 7,2 e acompanhado a A540nm até este atingir ≥1,5. 
2.3.2 Conservação de células  
A recolha das células foi efectuada por centrifugação do caldo de cultura a 15500xg 
durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido e os sedimentos foram lavados 
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com soro fisiológico 0,85% (m/v). O ciclo repetiu-se três vezes. Os sedimentos foram 
resuspendidos no mínimo volume de soro fisiológico contendo glicerol a uma 
concentração final de 15% (v/v). Esta suspensão celular foi distribuída em tubos 
eppendorf estéreis (100µl) e conservados a -20ºC. 
2.3.3 Preparação do extracto celular 
As células foram recolhidas e lavadas de acordo com o ponto 2.2.2 o sedimento foi 
ressuspendido em dois volumes de TMEGB 20 mM contendo 1 mM β-mercaptoetanol, 
1 mM EDTA, 10 %  (v/v) glicerol e 1mM benzamidina a pH 7,2 e colocado num banho 
de gelo. O rebentamento celular foi efectuado pela técnica de ultra-sons recorrendo a 
ciclos de 20s a 150W de potência, com intervalos de 5 minutos entre cada ciclo. A 
suspensão obtida foi posteriormente centrifugada a 15500xg rpm durante 30 minutos a 
4°C sendo o sobrenadante (extracto celular) recolhido e armazenado a -20ºC. 
2.3.4 Determinação de proteína 
A determinação da quantidade de proteína do extracto celular foi efectuada pelo método 
de Bradford [Bradford, 1976] usando o corante azul de Coomassie e albumina de soro 
bovino (BSA) como padrão. 
2.3.5 Determinação da actividade enzimática da amidase no extracto celular por 
Potenciometria 
A actividade enzimática da amidase livre e imobilizada de Pseudomonas aeruginosa foi 
determinada com recurso ao eléctrodo selectivo a iões amónio (ISE). Os ensaios 
decorreram utilizando acetamida 0,1M como substrato num tampão adequado. A curva de 
progresso da reacção foi seguida por alguns minutos e a velocidade inicial da reacção foi 
determinada (mV.min
-1
) como a resposta do biossensor. O aumento da concentração de 
iões amónio foi medida em função do tempo de modo a monitorizar a taxa de hidrólise da 
acetamida na presença de amidase no extracto celular. Uma unidade de biossensor (UB) é 
definida como a quantidade de enzima necessária para provocar a alteração de 1 mV por 
min, no potencial (E) do eléctrodo, a 25ºC em determinadas condições experimentais.  
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Fig. 2.1: “Setup” experimental para o biossensor potenciométrico: Eléctrodo selectivo a iões amónio 
contendo a membrana de polietersulfona (PES) ou outra contendo extracto celular imobilizado de 
Pseudomonas aeruginosa e eléctrodo de referência, célula electroquímica, agitador magnético e PC. 
Transdutor: O elemento transdutor é um potenciómetro com um eléctrodo selectivo a 
iões amónio (ELIT). A amidase catalisa a hidrólise da acetamida originando ácido acético 
e iões amónio. O eléctrodo enzimático consiste na imobilização de extracto celular 
contendo actividade de amidase sobre membranas de polietersulfona (PES) ou porablot 
NY plus, esta é posteriormente montada na superfície do eléctrodo selectivo a iões 
amónio (ISE) por meio de um o-ring tal como demonstrado na figura 2.1. A curva de 
calibração de NH4Cl em função das leituras em mV foi realizada em tampão Tris 20mM 
a pH 7,2. A curva de calibração do eléctrodo é dada pelo gráfico das leituras em mV vs 
log [NH4Cl] [Martins et al., 2006]. Todas as leituras potenciométricas foram efectuadas 
num volume de 4 ml de acetamida 0.1M em tampão Tris 20mM pH 7,2 à temperatura 
ambiente com agitação constante. 
2.3.6 Optimização das condições de imobilização: 
Com o intuito de se recorrer ao design experimental efectuou-se um estudo preliminar 
dos parâmetros intervenientes na imobilização de modo a obter-se os níveis alto e baixo 
necessários para posterior aplicação da metodologia ANOVA. [Montgomery, (2005)] 
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2.3.6.1 Influência da [Glutaraldeído]  
As misturas continham  50uL de extracto celular (6090,6 UB.mL
-1
), 10uL Gelatina (25%, 
p/v) e quantidades variáveis de 2, 4, 6, 8 e 10μL de GA (5%, v/v) respectivamente, 
perfazendo o volume final de 85μL de mistura com TMEGB contendo 1 mM β-
mercaptoetanol, 1 mM EDTA, 10 % (v/v) glicerol e 1mM benzamidina a pH 7,2. 
Depositou-se 65 µL de cada uma destas misturas sobre membranas de 20mm de diâmetro  
de Poliétersulfona (PES) ou Porablot NY Plus com uma área superficial de 3,14 cm
2
. 
Após um dia de secagem a 4ºC , as membranas foram lavadas com 3mL de TMEGB 
20mM pH 7,2 para remover a proteína não adsorvida. As membranas foram montadas 
sobre a superfície do eléctrodo selectivo a iões amónio com recurso a um o-ring e a 
parafilme de acordo com a figura 2.1. A resposta do biossensor, em termos de velocidade 
inicial da reacção (mV.min
-1
), foi obtida seguindo a reacção em 4mL de acetamida 0,1M 
preparada em tampão Tris 20mM pH 7,2 sendo os ensaios realizados em triplicado.  
2.3.6.2 Influência da [Gelatina] 
As misturas continham 50uL de extracto celular (6090,6 UB.mL
-1
), volume de GA (5%) 
previamente optimizado e 10uL de gelatina a concentrações variáveis de 10, 15, 20, 25, 
30, 35 e 40% perfazendo o volume final de 85μL de mistura com TMEGB contendo 
1 mM β-mercaptoetanol, 1 mM EDTA, 10 %  (v/v) glicerol e 1mM benzamidina a pH 7,2. 
O restante procedimento efectuou-se de acordo com 2.3.6.1. 
2.3.6.3 Influência da quantidade de extracto celular 
As misturas continham o volume de GA (5%) e 10ul de gelatina nas proporções 
previamente optimizadas e 10, 20, 30, 40 e 65 µL de extracto celular (6090,6 UB.mL
-1
), 
perfazendo o volume final de 85μL de mistura com TMEGB contendo 1 mM β-
mercaptoetanol, 1 mM EDTA, 10 %  (v/v) glicerol e 1mM benzamidina a pH 7,2. O 
restante procedimento efectuou-se de acordo com 2.3.6.1. 
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2.3.6.4 Planeamento experimental para a optimização dos parâmetros intervenientes 
na imobilização: 
Oito membranas foram preparadas combinando os diversos factores intervenientes na 
imobilização nos intervalos previamente estabelecidos: 2 e 4µL glutaraldeído (5%) na 
mistura; 25 e 30µL de Extracto celular (6090,6 UB.mL
-1
) na mistura e 10 µL Gelatina (15 
e 20%, p/v)  na mistura, perfazendo o volume final de 85µL de mistura com TMEGB 
20mM pH 7,2. Foram pipetados 65µL de mistura por membrana e as leituras efectuadas 
em 4mL de acetamida 0,1M preparada em tampão Triz 20mM pH 7,2. Os ensaios 
decorreram à temperatura ambiente e foram  realizados em triplicado. Os resultados 
foram tratados pela metodologia ANOVA. [Montgomery, (2005)] 
2.3.7 Optimização do pH de imobilização 
O estudo da influência do pH na resposta do biossensor (amidase imobilizada) e na 
resposta potenciométrica para a enzima livre, dada em termos de velocidade inicial da 
reacção mV.min
-1
 efectuou-se de acordo com o seguinte procedimento: 
Enzima imobilizada: Foram imobilizados 65μL de uma mistura contendo 2μL de GA 
5% + 10 μL Gelatina 15% (m/v)+ 30μL de extracto celular (6090,6 UB.mL-1) (sistema 
previamente optimizado), perfazendo o volume final de 85μL de mistura com TMEGB, 
por membrana (PES). A resposta do biossensor foi obtida, em termos de velocidade 
inicial da reacção (mV.min
-1
), seguindo a reacção em 4mL de acetamida 0,1M preparada 
em tampão adequado. Os tampões utilizados foram os seguintes: tampão acetato de sódio 
20 mM a pH 4,5, 5,0 e 6,0; tampão Fosfatos 20 mM a pH 6,0; 6,5 e 7,2 e tampão Tris 20 
mM a pH 7,2, 8,0 e 8,5. Os ensaios foram realizados em triplicado. 
Enzima livre: Obteve-se a resposta do biossensor, em termos de velocidade inicial da 
reacção (mV.min
-1
), seguindo a reacção em 4mL de acetamida 0,1M preparada em 
tampão adequado após adição de 30μL de extracto celular (6090,6 UB.mL-1). Os tampões 
alvos de estudo foram os utilizados para a enzima imobilizada. 
   
Capítulo II – Materiais e Métodos 
 40 
2.3.8 Determinação da influência do tempo de incubação com a ureia 
Foram preparadas 5 membranas pipetando 65μL da mistura nas proporções previamente 
optimizadas sobre a sua superfície e após 24h de reacção a 4ºC as membranas foram 
lavadas com 3 mL de tampão Tris 20mM pH 7,2 com o intuito de remover a proteína não 
adsorvida. Posteriormente, as membranas foram montadas de acordo com o esquema da 
figura 2.1. e a reacção enzimática7resposta do biossensor foi seguida por um período de 3 
min em 4 mL de acetamida 0,1M preparada em tampão Tris 20 mM pH=7,2. Após 
lavagem das membranas em tampão Tris 20mM pH 7,2 até a leitura em ppm apresentar 
valores próximo de zero, procedeu-se à sua incubação em 4mL de uma solução de 2µM 
ureia preparada em tampão Tris 20mM pH 7,2 para vários intervalos de tempo: t=0, 20, 
40, 60 e 80 min. Posteriormente as membranas foram montadas de acordo com o 
esquema da figura 2.1. e a reacção enzimática/resposta do biossensor foi seguida no ISE 
sendo os ensaios realizados em triplicado. 
2.3.9 Doseamento de ureia pelo biossensor 
A resposta do biossensor foi determinada usando uma mistura reaccional contendo 
acetamida 0.1M em tampão tris 20 mM pH 7,2 na ausência da ureia. Seguidamente, a 
mesma membrana foi lavada várias vezes com o mesmo tampão e incubada com 
concentrações diferentes de ureia em tampão tris 20 mM pH 7,2 durante 30 min. As 
membranas foram lavadas com tampão e usadas no ISE para obter a resposta do 
biossensor na mistura reaccional contendo acetamida 0.1M em tampão tris 20 mM pH 7,2. 
Todos os ensaios foram efectuados em triplicado e a resposta do biossensor foi 
determinada em termos da diferença entre os declives da reacção antes e após incubação 
nas soluções de ureia (ΔmV.min-1) [Campanella et al 2005; Stoytcheva 2002; Ivanov et al 
2003; Campanella et al  2007; Joshi et al  2005; Kok et al 2002; Gulla et al 2002; Shan et 
al  2004; Sotiropoulou e Fournier, 2005]. 
2.3.10 Performance do Biossensor para a ureia no vinho 
A resposta do biossensor para a ureia foi determinada utilizando uma mistura reaccional 
contendo 0.1M acetamida em tampão Tris 20mM pH 7,2 na ausência de ureia. 
Subsequentemente, as mesmas membranas após terem sido lavadas diversas vezes para 
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remoção de resíduos de acetamida e iões amónio foram incubadas em 4 mL de um vinho 
caseiro por um período de 35 min contendo concentrações variáveis conhecidas de ureia 
de 2, 4, 6, 8 e 10x10
-6
 M. As membranas foram posteriormente lavadas com tampão Tris 
e utilizadas para determinar a resposta do biossensor utilizando acetamida 0,1M em 
tampão Tris 20mM pH 7,2 sendo estes ensaios realizados em triplicados. A resposta do 
biossensor foi determinada em termos da diferença entre os declives da reacção antes e 
após incubação nas soluções de ureia (ΔmV.min-1). Com base na curva obtida foi 
determinado o tempo de resposta, sensibilidade e limite de detecção do biossensor para a 
ureia [Thévenot et al, (1999)]. O limite de detecção foi definido como a quantidade de 
ureia necessária para provocar um decréscimo na resposta do biossensor correspondente a 
10% da resposta inicial. [Amine et al, (2006)][Mohammadi et al, (2005)].   
2.3.11 Performance do Biossensor para a ureia no leite 
A quantificação de ureia no leite foi efectuada da mesma forma que no vinho acima 
descrita, com a excepção da utilização de membrana Porablot NY Plus contendo o 
extracto celular imobilizado exibindo actividade de amidase de Pseudomonas aeruginosa. 
2.3.12 Regeneração do biossensor 
As membranas previamente usadas no doseamento de ureia no leite foram regeneradas 
através da reactivação com hidroxilamina 20 mM pH 7,0 à temperatura ambiente durante 
30 min. As membranas regeneradas foram usadas para quantificar a resposta do 
biossensor na mistura reaccional acima descrita. Estes ensaios foram realizados em 
triplicados e a resposta do biossensor representada em termos de mV/min no volume final 
da mistura reaccional de 4ml.  
2.3.13 Estabilidade do biossensor 
As membranas contendo o extracto celular imobilizado foram armazenadas em TMEGB 
pH 7,2 a 4ºC sendo a resposta do biossensor para estas membranas determinada ao longo 
de 55 dias utilizando acetamida 0,1M em tampão Tris 20mM pH 7,2. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO: 
3.1 CRESCIMENTO BACTERIANO: 
 
3.1.1 Curva de crescimento da estirpe L10 de Pseudomonas aeruginosa em Batch: 
 
Acompanhou-se o crescimento da estirpe L10 de Pseudomonas aeruginosa em “batch” 
num fermentador de laboratório de acordo com o descrito em 2.3.1.2. A curva 
característica de crescimento está representada na figura 3.1 onde são visíveis as fases de 
latência, a fase exponencial e a fase estacionária. 
 
Figura 3.1: Curva de crescimento bacteriano em “batch” da estirpe L10 de Pseudomonas aeruginosa: 
Vmeio=2000mL; Agitação=250rpm; T=37ºC; Volume do fermentador=5000mL. 
 
3.1.2 Tempo de duplicação (td) e taxa específica de crescimento (µmáx): 
A taxa específica de crescimento depende do tipo de células e das características do meio 
de crescimento, descrevendo o comportamento do crescimento de uma cultura e sendo 
variável ao longo do crescimento sendo máxima e constante na fase exponencial.  
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Ajustando uma recta à zona exponencial da curva de crescimento obtém-se a equação: 
txx máx0lnln  
2,206,0ln 540 tABS nm  
O declive desta dá-nos a taxa específica de crescimento 106,0 hmáx o tempo de 
duplicação é dado aplicando a expressão: 
máx
dt
2ln
 
Assim para o presente crescimento obteve-se htd 11 . 
As condições de crescimento utilizadas demonstraram conduzir a uma baixa taxa 
específica de crescimento e consequentemente a um tempo de duplicação elevado. 
Realce-se que a taxa específica de crescimento depende grandemente do tipo de 
microrganismo e das características do meio de crescimento, mas também dos diversos 
parâmetros que o influenciam: pH, temperatura, agitação e arejamento os quais não foram 
optimizados. Não era objectivo do presente trabalho a optimização destes parâmetros, 
mas sim somente a obtenção de células com elevada actividade enzimática de amidase o 
que se conseguiu. Outros crescimentos, na presença de arejamento, revelaram taxas 
específicas de crescimento mais elevadas mas actividade catalítica de amidase nula 
(trabalhos desenvolvidos pela equipa de investigação do CIEQB). Os presentes resultados 
sugerem a necessidade do estudo de optimização das condições de crescimento de 
Pseudomonas aeruginosa L10 em “batch”, de modo a compreender o motivo pelo qual 
taxas específicas de crescimento mais elevadas conduzem a menor produção de amidase 
e também de modo a definir as condições óptimas de crescimento quando se passa para a 
produção de células no fermentador de laboratório. 
 
3.2EXPERIÊNCIAS PRELIMINARES PARA A DETERMINAÇÃO DE UREIA NO LEITE E EM 
TAMPÃO TME: 
3.2.1 Calibração do eléctrodo: 
Previamente efectuou-se a calibração do eléctrodo selectivo de iões amónio de acordo 
com o procedimento descrito em 2.3.5. Numa abordagem inicial a recta de calibração do 
eléctrodo foi efectuada em tampão TME 20mM pH=7,2 Figura 3.2:. 
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Figura 3.2 – Recta de calibração do eléctrodo efectuada em tampão TME 20mM pH=7,2. 
 
3.2.2 Efeito da presença de ureia na resposta do eléctrodo: 
Alguns estudos preliminares foram efectuados com o intuito de se testar se o processo de 
determinação de ureia com recurso à inibição da enzima amidase é concretizável. 
 
Figura 3.3 – Sensograma. Leituras efectuadas em acetamida 0,1M preparada em tampão TME 20mM 
pH=7,2:  na ausência de ureia,  na presença de ureia 10µM. 
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Este estudo preliminar revelou o nítido decréscimo da resposta do biossensor na presença 
da ureia. Ou seja a presença de ureia conduziu a um decréscimo da velocidade da reacção 
de hidrólise da acetamida a iões amónio. 
 
3.2.3 Comportamento da resposta do eléctrodo na presença e na ausência de ureia: 
Efectuou-se o estudo da influência de quantidades crescentes de ureia na variação da 
resposta do biossensor (dada em termos de velocidade inicial da reacção – mV.min-1) em 
tampão TME 20 mM e também numa amostra de leite. Os resultados obtidos estão 
apresentados nas Figuras 3.1 e 3.2 respectivamente: 
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Figura 3.4 – Resposta do biossensor para valores crescentes de concentração de ureia preparada em tampão 
TME. Imobilizou-se 65µL de uma mistura contendo 65µL de extracto celular, 5 µL (GA 5%) e 10 µL 
(gelatina 25%) sobre uma membrana Porablot NY Plus. O tempo de inibição foi de 30 minutos nas 
diferentes concentrações de ureia. Ensaios foram efectuados em Acetamida 0,1 M preparada em tampão 
TME 20 mM pH=7,2. 
 
O estudo efectuado revelou existir uma relação linear entre concentrações crescentes de 
ureia e decréscimo da resposta do biossensor (ΔmV.min-1), tanto quando efectuado em 
tampão Tris Figura 3.4 para concentrações de ureia de 2 – 12×10-2 mM como no leite 
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Figura 3.5, para concentrações de ureia 2 – 8×10-1 mM. Deste modo é possível 
desenvolver um biossensor para a determinação de concentrações de ureia no leite e 
outros analitos. É de notar que estes resultados têm só um cariz preliminar, as proporções 
de GA, gelatina e extracto celular intervenientes no processo de imobilização bem como 
tempo de incubação das membranas não se encontravam optimizados.  
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Figura 3.5 – Resposta do biossensor para valores crescentes de ureia. Imobilizou-se 65µL de uma mistura 
contendo 65uL de extracto celular, 5 µL (GA 5%) e 10 µL (gelatina 25%) sobre uma membrana Porablot 
NY Plus. O tempo de inibição foi de 30 minutos nas diferentes concentrações de ureia no leite comercial. 
Ensaios foram efectuados em Acetamida 0,1 M preparada em tampão TME 20 mM pH=7,2  
 
3.3 OPTIMIZAÇÃO DA CONSTRUÇÃO DO BIOSSENSOR: 
3.3.1 Recta de calibração: 
Embora os estudos preliminares tenham sido efectuados com tampão TME os estudos 
subsequentes serão realizados com acetamida preparada em tampão tris, dado que o 
objectivo é determinar níveis de ureia na ordem dos micromolar, ao remover-se os 
protectores estamos a garantir que a enzima presente no extracto celular imobilizado 
esteja mais susceptível à inibição pela ureia. 
   
CAPÍTULO 3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 
48 
y = 52,642x + 463,43
R
2
 = 1
200
250
300
350
400
450
-5 -4 -3 -2 -1 0
Log C
E
 (
m
V
)
 
Figura 3.6 – Recta de calibração do eléctrodo efectuada em tampão Tris 20mM pH=7,2. 
 
3.3.2 Escolha da concentração de Substrato: 
A concentração de substrato a empregar deve de ser criteriosamente escolhida pois afecta 
a resposta do biossensor quer antes quer após a inibição. Assim para o presente trabalho 
foram tidos em consideração os argumentos apresentados por Dzyadevych et al., 2004. 
Segundo este autor, no caso de inibição reversível, para concentrações de substrato 
elevadas, tanto o substrato como o inibidor interagem simultaneamente com a enzima 
imobilizado e a sensibilidade ao inibidor decresce com o aumento da concentração de 
substrato. Tal comportamento observa-se somente quando estamos perante inibição 
reversível [Dzyadevych et al., 2004]. No entanto no nosso caso o problema de existir 
competição entre o inibidor (ureia) e o substrato (acetamida) não se apresenta, dado que a 
membrana é incubada previamente na solução de ureia na ausência do substrato. Deste 
modo não existe competição. A enzima entra em contacto com o substrato somente após 
a inibição por um período muito curto de tempo, dado que somente nos interessam os 
primeiros 20 a 30 segundos da reacção. Neste espaço de tempo o efeito predominante é o 
da ligação do substrato aos centros activos livres da enzima. Perante isto, interessa-nos 
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utilizar uma concentração saturante de substrato (acetamida 0,1M) dado que para baixas 
concentrações de substrato, o efeito inibitório, qualquer que seja o inibidor utilizado, é 
menor uma vez que o decréscimo da resposta do biossensor não fornece uma indicação 
correcta da quantidade de enzima realmente inibida na presença do agente inibidor 
[Dzyadevych et al., 2004]. 
3.3.3 Optimização das condições de imobilização: 
A performance de um biossensor é grandemente dependente da sua configuração. 
Diversos autores estudaram a influência da camada imobilizada sobre a resposta do 
biossensor, tanto no que diz respeito à sua espessura como às proporções dos diversos 
intervenientes no processo de imobilização. Estes demonstraram que a sensibilidade, 
limite de detecção e tempo de vida do biossensor são fortemente influenciados pelo tipo e 
configuração do método de imobilização aplicado [Shan et al., 2004; Ciucu et al., 2003; 
Soldaktin et al., 2000]. A imobilização enzimática permite a reutilização da enzima, a 
redução de custos, o aumento da estabilidade e nalguns casos o aumento da actividade 
enzimática. Permite ainda melhores condições de manuseamento e operação. [Oliveira e 
Vieira, 2006; Choi, 2004]. O principal problema durante o processo de imobilização de 
uma enzima pode ser a perda parcial ou total da actividade, que pode ser atribuída a 
diversos factores, como propriedades da própria enzima, do suporte, dos reagentes 
utilizados e das condições experimentais [Oliveira e Vieira, 2006]. Deste modo é 
essencial estudar a influência de todos os componentes intervenientes no processo de 
imobilização, de modo a obter-se a resposta máxima do biossensor.  
As membranas PES utilizadas no presente trabalho fornecidas pela Pall Sciences são 
activadas de modo a permitir a ligação covalente de proteínas. Possuem uma elevada 
concentração de grupos activos aldeído disponíveis para a ligação covalente com ligandos 
amino. A ligação com as poliaminas é extremamente estável e acontece imediatamente 
após contacto, os centros activos são inertes à água e ao oxigénio orgânico provenientes 
de solventes orgânicos. Proteínas e péptidos podem ligar-se covalentemente através de 
reacções entre o seu grupo amino livre e o grupo aldeído da membrana.  
Para optimizar os parâmetros de um biossensor, o método e condições de imobilização de 
da enzima devem de ser desenvolvidos para cada enzima individualmente. O método de 
imobilização testado no presente trabalho envolve a formação de ligações cruzadas pela 
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utilização de um reagente bifuncional, o glutaraldeído (GA), juntamente com a aplicação 
de gelatina.  
O design experimental é uma ferramenta poderosa nos estudos de optimização. Esta exige 
uma compreensão global e objectiva do processo a optimizar, a escolha dos factores a ser 
estudados e selecção dos níveis (que dizem respeito a um intervalo de valores, onde nível 
alto se refere ao limite máximo e nível baixo ao limite mínimo dos factores a optimizar), 
selecção da variável de resposta a qual deve fornecer informação útil sobre o processo em 
estudo, escolha do design experimental que envolve a escolha do número de replicados e 
selecção da ordem pela qual as experiências serão conduzidas, realização das 
experiências pela ordem pré-determinada, análise de dados e conclusões [Montgomery, 
(2005)]. Com o objectivo de proceder à selecção dos níveis, efectuou-se uma optimização 
prévia dos três factores intervenientes na imobilização, Gelatina, GA e Extracto celular. 
Para cada um destes factores escolheu-se um intervalo de máxima resposta do biosensor 
(mV.min
-1
), onde o extremo mínimo corresponde ao nível baixo e o extremo máximo ao 
nível alto. 
3.3.3.1 Optimização da concentração de glutaraldeído: 
O processo de imobilização com recurso ao GA é um processo de imobilização química. 
A maior desvantagem que pode advir da utilização do GA é a possibilidade de perda de 
actividade provocada pela distorção da conformação do centro activo da enzima ou 
derivada de alterações químicas do centro activo durante a reacção [Choi, M.M.F.; 2004]. 
A determinação da influência da concentração de glutaraldeído na resposta do biossensor, 
em termos de velocidade inicial da reacção mV.min
-1
, foi feita de acordo com o descrito 
em 2.3.6.1. conduzindo aos resultados expressos na Figura 3.7.  
Deste modo prosseguiu-se o estudo de optimização aplicando 0,24% (v/v) GA na mistura 
reaccional visto ter sido o valor que apresentou melhor resposta do biossensor. Os níveis 
baixo e alto escolhidos foram 0,12% (v/v) GA (2µL GA 5% na mistura reaccional) e 
0,24% (v/v) GA (4µL GA 5% na mistura reaccional) respectivamente, dado terem sido os 
volumes de GA na mistura para os quais se obteve maior resposta do biossensor.  
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Figura 3.7 – Influência da quantidade de Glutaraldeído (GA) na resposta do biossensor dada em termos de 
velocidade inicial da reacção (mV.min
-1
). De acordo com o descrito em 2.3.6.1. Todos os ensaios foram 
realizados em triplicado estando representada a barra de erros. 
3.3.3.2 Optimização da quantidade de gelatina: 
O GA permite a formação de ligações cruzadas entre as moléculas de enzima e entre estas 
e o suporte. Estudos experimentais preliminares realizados revelaram alguma ineficácia 
na imobilização ao recorrer-se somente ao GA no presente processo de imobilização 
enzimática, conduzindo à remoção de grande parte do enzima da superfície da membrana, 
pelo que se adicionou gelatina ao método de imobilização. A gelatina é uma proteína 
inerte na análise em questão. Esta foi adicionada com o objectivo de aumentar o número 
de ligações cruzadas no intuito de se obter maior resistência física da camada imobilizada, 
contornando-se assim a dificuldade observada. O estudo foi realizado de acordo com o 
descrito em 2.3.6.2. o comportamento obtido está expresso na Figura 3.6, esta revela o 
aumento da resposta do biossensor até 1,8% (p/v) de gelatina na mistura, sendo 
decrescente entre 1,8% (p/v) (gelatina a 15%) e 3,5% (p/v) (gelatina a 30%) de gelatina 
na mistura. Para valores de concentração de gelatina superiores a 3,5% (p/v) a resposta do 
biossensor atinge um patamar a partir do qual um aumento de concentração de gelatina na 
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mistura não produz qualquer efeito na resposta do biossensor. O aumento da resposta do 
biossensor com o aumento da concentração de gelatina entre 0 e 1,8% (p/v) poderá ser 
justificado pelo aumento do número de ligações cruzadas na camada imobilizada sobre a 
membrana, conduzindo a uma maior resistência física desta camada, e portanto, maior 
resistência à abrasão mecânica e aos fenómenos de lixiviação da enzima durante a 
lavagem da membrana. O decréscimo na resposta do biossensor, decorrente do aumento 
da quantidade de gelatina para valores superiores a 1,8% (p/v), pode estar relacionado 
com três factores, em primeiro lugar o óbvio aumento da espessura da camada 
imobilizada, conduzindo a uma difusão mais lenta do substrato para o seu interior.  
A presença das moléculas de gelatina pode conduzir a impedimentos estereoquímicos, 
tornando os centros activos das moléculas da enzima menos acessíveis ao substrato. Por 
outro lado, uma maior proporção de moléculas de gelatina significa que esta vai 
“competir” com a amidase presente no extracto celular pela ligação com o agente 
bifuncional, bem como com a superfície da membrana, tornando assim o processo de 
imobilização do extracto celular menos eficiente. O patamar entretanto atingido para 
concentrações superiores de gelatina é justificável pela saturação das ligações cruzadas, 
ou seja, estamos perante uma situação de excesso de reagente, em que o aumento de 
moléculas de gelatina na mistura não significa necessariamente um aumento de moléculas 
de gelatina imobilizadas. Deste modo estabeleceu-se a concentração de gelatina a utilizar 
em 1,8% (p/v) (gelatina a 15%). 
   
CAPÍTULO 3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 
53 
200
300
400
500
600
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
Gelatina (%, p/v)
R
es
p
o
st
a
 d
o
 B
io
ss
en
so
r
(m
V
.m
in
-1
)
 
Figura 3.8 – Influência da quantidade de Gelatina na resposta do biossensor dada em termos de velocidade 
inicial da reacção. De acordo com o descrito em 2.3.6.2. Todos os ensaios foram realizados em triplicado 
estando representada a barra de erros. 
 
3.3.3.3 Optimização da quantidade de enzima: 
 
A quantidade de enzima influencia drasticamente o limite inferior e o limite superior de 
detecção de um biossensor [Sotiropoulou e Chaniotakis, 2005]. A maior sensibilidade a 
inibidores foi determinada para membranas contendo menor conteúdo enzimático [Amine 
et al., 2006; Mohammadi et al., 2005]. De modo a atingir o limite de detecção mais baixo 
possível a quantidade de enzima a ser utilizada deverá ser mínima. Sob estas condições, a 
inibição observada aumenta [Sotiropoulou e Chaniotakis, 2005; Ciucu et al., 2003].  
A optimização deste passo é assim de maior importância durante o desenvolvimento do 
biossensor. Por outro lado, deverá existir a preocupação de manter o alcance linear da 
resposta suficientemente elevado de modo a satisfazer o alcance analítico pretendido. 
Para quantidades muito baixas de enzima espera-se que o limite de detecção seja também 
bastante baixo. No entanto a reprodutibilidade do procedimento de imobilização para 
quantidades tão baixas de enzima pode não ser o mais adequado. O estudo foi realizado 
de acordo com o descrito em 2.2.6.3. 
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Tal como seria de esperar, a resposta do biossensor em termos de velocidade inicial da 
reacção (mV.min
-1
) aumenta com a quantidade de extracto celular utilizado no processo 
de imobilização. Este comportamento observa-se até se atingir um patamar para o qual a 
resposta é máxima e constante qualquer que seja o acréscimo de extracto na mistura. 
Esta observação é justificada pelo facto de o sistema imobilizante utilizado possuir uma 
capacidade máxima, ou seja, quantidades de extracto mais elevadas na mistura não 
significam maiores quantidades de extracto, e consequentemente de enzima, imobilizadas 
sobre a membrana, pois atinge-se a saturação das ligações cruzadas disponíveis. A 
escolha da quantidade de enzima a aplicar no processo de imobilização deverá ter em 
conta não somente a resposta do biossensor, que se pretende máxima para concentrações 
saturantes de substrato, como também os limites máximo e mínimo de detecção de ureia 
que se pretendem determinar.  
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Figura 3.9 – Influência da quantidade de Extracto na resposta do biossensor dada em termos de velocidade 
inicial da reacção. De acordo com o descrito em 2.3.6.3. Todos os ensaios foram realizados em triplicado 
estando representada a barra de erros. 
Menores quantidades de enzima conduzem a uma maior sensibilidade do biossensor para 
o inibidor, podendo no entanto colocar-se em causa a reprodutibilidade dos ensaios e o 
alcance analítico pretendido. Deste modo estabeleceu-se o intervalo entre 25 - 30 µL de 
extracto como o mais adequado para prosseguir o estudo. 
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3.3.3.4 Design Experimental: 
Efectuado o estudo preliminar de optimização e escolhidos os níveis dos parâmetros 
efectuou-se o design experimental (2
k
 com k=3 factores e dois níveis) de acordo com a 
tabela 3.1 e a tabela 3.2. torna-se necessário perceber qual a relação que existe entre os 
intervenientes no processo de imobilização e qual a influência que cada um dos 
intervenientes tem isoladamente sobre a resposta do biossensor. O estudo foi efectuado de 
acordo com o descrito em 2.2.2.4 e os resultados tratados pela metodologia ANOVA 
[Montgomery, (2005)]. 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela3.1 – Níveis dos parâmetros seleccionados, para a realização do estudo conjugado dos diversos 
parâmetros optimizados: + representa nível alto e - representa nível baixo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                     (A) Geometria do Design                                                      (B) Matriz de teste 
 
Figura 3.6 – Design factorial 23. 
 
  Níveis 
(%) Gelatina 
15 - 
20 + 
Volume de extracto 
celular (µL) 
25 - 
30 + 
Volume de GA (5%) 
µL 
2 - 
4 + 
Ext. Cel. (A) Gel. (B) GA (C) 
- - - 
+ - - 
- + - 
+ + - 
- - + 
+ - + 
- + + 
+ + + 
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CAACBAABCCBBAA xxxxxxxy 0
CA
AC
BA
AB
C
C
B
B
A
A xx
efeito
xx
efeito
x
efeito
x
efeito
x
efeito
y
22222
0
CABACBA xxxxxxxy
2
61,76
2
42,105
2
86,42
2
90,83
2
01,376
58,664
 
 Efeito Factorial 
I A B AB C AC BC ABC 
(1) + - - + - + + - 
a + + - - - - + + 
b + - + - - + - + 
ab + + + + - - - - 
c + - - + + - - + 
ac + + - - + + - - 
bc + - + - + - + - 
abc + + + + + + + + 
Tabela3.2 – Sinais para os efeitos no Design 23. 
Determinados os efeitos [Montgomery, (2005)] e aplicando o modelo de primeira ordem: 
 
 
 
 
 
 
Em que β0 é a média global das respostas obtidas para as diversas combinações. 
[Montgomery, (2005)]. Foi obtido o modelo de primeira ordem para as interacções: 
 
 
 
Testando o modelo no intervalo [-1,+1] obtêm-se os gráficos de superfície 
tridimensionais para as interacções extracto celular/GA e extracto celular/gelatina, os 
quais nos permitem compreender de que modo estes parâmetros se inter-relacionam. 
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Figura 3.10 – Gráfico de superfície tridimensional para a interacção extracto celular/glutaraldeído 
utilizando a gelatina no nível mais baixo (15%). Onde a variável de resposta é a resposta do Biossensor em 
mV.min
-1
. 
 
As Figuras 3.10 e 3.11 mostram nitidamente a influência dos factores optimizados na 
resposta do biossensor. Regra geral, menores quantidades de gelatina e de glutaraldeído 
fornecem melhores respostas. Tal como seria de esperar, o parâmetro que demonstra ter 
maior influência na resposta do biossensor é a quantidade de extracto celular utilizada 
dado que a resposta é dada em termos de actividade da enzima presente na membrana, 
seguida pela quantidade de glutaraldeído e em último pela quantidade de gelatina. Deste 
modo optou-se por se utilizar 30µL de extracto celular, 2µL de GA 5% e 10µL de 
gelatina a 15% (p/v) nos ensaios subsequentes. 
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Figura 3.11 – Gráfico de superfície tridimensional para a interacção extracto celular/gelatina, utilizando o 
glutaraldeído no nível mais baixo (2µl). Onde a variável de resposta é a resposta do biossensor em mV.min
-
1
. 
3.3.4 Optimização de algumas condições de ensaio 
3.3.4.1 Optimização do pH 
Avaliou-se a influência do pH (4,5 - 8,5) na resposta do biossensor para o substrato em 
termos de velocidade inicial da reacção (mV.min
-1
). O estudo da influência do pH da 
solução de substrato para a enzima livre e imobilizado está expresso na Figura 3.12. Em 
ambos os casos é nítida a influência do pH na resposta do biossensor, sendo idêntico o 
comportamento observado para a enzima livre e imobilizado. No entanto em comparação 
com a enzima imobilizada, a actividade enzimática da enzima livre é mais afectada pela 
variação do pH, demonstrando uma maior variação de actividade da enzima por variações 
no pH. Uma justificação para este resultado poderá estar relacionada com o facto de na 
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camada imobilizada a enzima se encontrar mais protegido à desnaturação. Esta protecção 
é fornecida tanto pelo ambiente que rodeia a enzima, protegido pelas moléculas de 
gelatina, como pelas ligações que as suas moléculas apresentam com o GA, através dos 
seu resíduos amino (-NH2). Deste modo, a influência do pH sobre a carga dos 
aminoácidos que constituem a cadeia polipeptídica da enzima, e consequentemente sobre 
a sua estrutura terciária, é atenuada quando comparada com a enzima livre. O extracto 
livre e imobilizado apresentam uma gama de pH óptimo entre 6,5 – 8 e entre 6,5 – 8,5 
respectivamente, valores que não se afastam grandemente do valor de pH óptimo descrito 
em literatura para a Amidase pura 7 – 7,5. O valor em bibliografia foi obtido 
espectrofotometricamente pelo método enzimático acoplado com a glutamato 
desidrogenase (GDH). [Karmali et al.; 2001] O autor utilizou enzima purificada e um 
método distintamente diferente do aplicado no presente trabalho factores que podem ter 
conduzido à diferença observada para os valores de pH óptimo de ensaio.  
Para a escolha do pH de trabalho é aconselhável escolher um limite máximo e mínimo de 
pH, dentro do qual não se observe alteração significativa da actividade enzimática, não 
interferindo deste modo com os resultados obtidos relativamente à inibição da enzima 
pelo inibidor. [Amine et al., 2006; Wu et al., 2002]  
Deste modo optou-se por prosseguir os ensaios em tampão Tris 20mM pH 7,2, dado ser o 
valor que apresenta maior reposta do biossensor para a enzima imobilizada e por se 
encontrar dentro da gama de pH óptimo descrito em literatura para a amidase 7 – 7,5. 
[Karmali et al.; 2001]. 
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Figura 3.12 – Influência do pH na resposta do biossensor e na resposta potenciométrica para a enzima livre, 
dada em termos de velocidade inicial da reacção. Imobilizou-se 65μL de uma mistura contendo 2μL de GA 
5% + 10 μL Gelatina 15% (p/v)+ 30μL de extracto celular (6090,6 UB.mL-1), perfazendo o volume final de 
85μL de mistura com TMEGB, por membrana (PES). Os tampões utilizados foram: Tampão Acetatos 
20mM a pH= 4,5; 5 e 6. Tampão Fosfatos 20mM a pH= 6; 6,5 e 7,2. Tampão Tris 20mM a pH=7,2; 8 e 8,5. 
Todos os ensaios forma efectuados em triplicado estando representada a barra de erros 
 
3.3.4.2 Optimização do tempo de incubação em ureia 
A ureia é um inibidor do centro activo da amidase de Pseudomonas aeruginosa, a ligação 
da amidase com a ureia restringe a titrabilidade dos grupos SH a 6 por molécula 
hexamérica e protege-a contra a desnaturação térmica sugerindo que a ligação com a 
ureia provoca uma alteração conformacional na enzima. A mutação em duas regiões da 
enzima, substituindo-se os resíduos Arg-188 e Trp-144, conduziu à obtenção de uma 
amidase que não se liga à ureia, pelo que estes resíduos se encontram envolvidos no 
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mecanismo de ligação da ureia à amidase. A ureia e seus análogos são inibidores (I) do 
centro activo da amidase (E), sendo o mecanismo de inibição dependente do tempo, de 
acordo com a seguinte reacção: 
IEEIIE
kk
k
21
1
 
A formação do complexo EI é rapidamente reversível enquanto que E*I é inactivo e não 
recupera actividade rapidamente. Gregoriou e Brown descobriram que neste complexo 
somente uma molécula de ureia se liga por cada molécula de enzima [Tata et al., 1994; 
Gregoriou e Brown, 1979]. A possibilidade de que a ureia sofra uma modificação 
química totalmente reversível após interacção com a enzima, envolvendo a formação de 
um intermediário que actue como o verdadeiro inibidor não pode ser totalmente 
descartada [Gregoriou e Brown, 1979]. Estudos realizados por Gregoriou e Brown (1979) 
revelaram que, quando juntas em solução, a acetamida protege a amidase contra a 
inactivação pela ureia, sugerindo um mecanismo de inibição competitiva em que a 
amidase compete com a acetamida pelo centro activo da enzima [Gregoriou e Brown, 
1979]. Dada a grande dependência do tipo e nível de inibição da amidase pela ureia com 
o tempo, a optimização do tempo de incubação do sistema nas soluções de ureia é de 
extrema importância. Deste depende grandemente a sensibilidade do biossensor e 
consequentemente o sucesso do presente método de detecção da ureia. O nível de 
inibição foi calculado como o decréscimo relativo da resposta do biossensor, em termos 
de velocidade inicial da reacção Δv (%) na presença do inibidor após um determinado 
período de tempo. A velocidade da reacção v é dada em mV.min
-1
 pelo declive da recta 
de progresso da reacção em 4 mL de acetamida 0,1M em tampão Tris pH 7,2 e 
corresponde à actividade da enzima imobilizado nas condições de ensaio. Os valores são 
determinados de acordo com a expressão: 
100%
1
21
v
vv
v  
Onde v1 é a velocidade da reacção antes de incubar a membrana na solução contendo 
ureia e v2 a velocidade da reacção após se incubar a membrana durante um determinado 
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período de tempo (tempo de incubação) na solução contendo o inibidor [Campanella et al 
2005; Stoytcheva 2002; Ivanov et al 2003; Campanella et al  2007; Joshi et al  2005; Kok 
et al 2002; Gulla et al 2002; Shan et al  2004; Sotiropoulou e Fournier, 2005]. 
O grau de inibição depende da concentração de inibidor e do tempo de exposição a esse 
inibidor. Quando ocorrem fenómenos de difusão o modelo prevê que a percentagem de 
inibição da enzima (%), após exposição ao inibidor, está linearmente relacionada com a 
concentração de inibidor [I] e a raiz quadrada do tempo de incubação ( 2
1
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Figura 3.13 – Influência do tempo de incubação numa solução de 2µM de ureia preparada em Tp Tris 
20mM pH 7,2 na resposta do biossensor. Método de imobilização idêntico ao descrito na Figura 3.12. Os 
dados referem-se à diferença de velocidade da reacção observada antes e após incubação das membranas 
em ureia. 
 
O estudo efectuado revelou nitidamente o aumento do nível de inibição com o aumento 
do tempo de incubação das membranas em ureia, não se observando no entanto uma 
relação linear entre tempo de incubação e nível de inibição. Na tentativa de reduzir o 
limite de detecção do biossensor de 2µM ureia para valores inferiores optou-se por se 
escolher um tempo de incubação superior ao tempo mínimo necessário para se observar 
10% de decréscimo da resposta do biossensor 20 min. Deste modo optou-se por se 
prosseguir os ensaios recorrendo a um tempo de incubação de 35 min. 
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3.3.5 Características analíticas do biossensor 
3.3.5.1 Curva de calibração para a ureia no vinho 
Optimizados os parâmetros de ensaio (pH e tempo de incubação) e o sistema de 
imobilização, obteve-se a curva de calibração para a ureia numa solução de vinho caseiro 
de acordo com o descrito em 2.2.9: 
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Figura 3.14 – Curva de calibração para a ureia após 35min de incubação das membranas em soluções 
contendo 2, 4, 6, 8 e 10 μM de ureia, preparadas num vinho caseiro. Processo de imobilização idêntico ao 
descrito na Figura 3.12. As leituras, antes e após incubação das membranas nas soluções de ureia, foram 
efectuadas em tampão tris 20mM pH=7,2. Ensaios decorreram à temperatura ambiente. 
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3.3.5.2 Zona linear da curva de calibração 
Tal como se pode observar pela Figura 3.15 o biossensor apresenta uma resposta linear 
no intervalo de concentrações de ureia compreendido entre 4 e 10μM. Para N=4 a 
equação obtida foi: 5,18log2,58% Ureiav  obtendo-se um coeficiente de 
correlação angular R
2=0,99, com Δv em mV.min-1 e [Ureia] em µM. [Mohammadi et al 
2005; Thévenot et al., 1999]. 
 
10
20
30
40
50
0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 1,1
log[Ureia]
R
es
p
o
st
a
 d
o
 B
io
ss
en
so
r
 
 v
 (
%
)
 
Figura 3.15 – Zona linear da curva de calibração para a ureia após 35min de incubação das membranas em 
soluções contendo 2, 4, 6, 8 e 10 μM de ureia, preparadas num vinho caseiro. Método de imobilização 
idêntico ao descrito na Figura 3.12. As leituras, antes e após incubação das membranas nas soluções de 
ureia, foram efectuadas em tampão tris 20mM pH=7,2. Ensaios decorreram à temperatura ambiente. 
3.3.5.3 Sensibilidade 
Para o presente biossensor as medições são baseadas na sua resposta dinâmica. Neste 
caso a sensibilidade é definida como a variação de sinal com o tempo para uma dada 
variação de concentração. A sensibilidade é definida como o declive da curva de 
calibração do biossensor, ou seja, resposta do biossensor versus concentração ou 
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logaritmo da concentração [Thévenot et al., 1999]. Deste modo a sensibilidade do 
presente biossensor é de 58,2 mV.min
-1
, de acordo com a equação:  
5,18log2,58% Ureiav  
3.3.5.4 Tempo de resposta 
O tempo de resposta do biossensor corresponde ao tempo necessário para que este atinja 
90% da resposta total. Para o presente trabalho o tempo de resposta corresponde a 20 
segundos.  
3.3.5.5 Limite de detecção 
O limite de detecção foi definido como a concentração de ureia requerida para obter um 
nível de inibição de 10% [Amine et al., 2006][Mohammadi et al., 2005]. Considerando a 
recta de calibração obtida experimentalmente obteve-se um limite de detecção de 2 μM de 
ureia. 
3.3.5.6 Estudo da estabilidade do biossensor 
O tampão TMEGB possui glicerol que é um agente hidrófilo que estabiliza as ligações de 
hidrogénio, β-mercaptoetanol que é um agente redutor mantendo os grupos SH na forma 
reduzida e EDTA apresenta propriedades quelantes removendo metais pesados que 
possam provocar a oxidação dos grupos tióis. Estas características possibilitam a 
manutenção da actividade catalítica da enzima amidase por períodos mais prolongados de 
tempo tendo sido este o sistema de armazenamento utilizado no presente trabalho para o 
estudo das estabilidade do biossensor e determinação do seu tempo de meia vida, de 
acordo com o descrito em 2.2.10. 
Os resultados obtidos estão expressos na figura Figura 3.16. O biossensor foi estável por um 
período superior a 55 dias. 
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Figura 3.16 – Estudo da estabilidade do biossensor de acordo com 2.3.13. Todos os ensaios foram 
efectuados em triplicado, estando representada a barra de erros. 
3.3.6 Estudo da regeneração do biossensor 
A incubação das membranas após inibição em 2M hidroxilamina por um período de 2 
horas permitiu a recuperação de 70% da actividade inicial da enzima Figura 3.17. 
Este resultado sugere a necessidade de experiências adicionais no sentido de optimizar a 
reactivação da amidase, quer jogando com o tempo de incubação quer com o pH e 
concentração de hidroxilamina. 
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Figura 3.17 – Estudo da reactivação do biossensor por incubação das membranas em hidroxilamina 2M 
por um período de 2h. Onde:  Resposta inicial do biossensor; Resposta do biossensor 
após incubação na solução de ureia; Resposta do biossensor após regeneração por incubação em 
hidroxilamina 2M. 
O presente método reúne um bom tempo de resposta (20s), boa estabilidade de 
armazenamento (55 dias), alcance linear (4-10µM), limite de detecção (2 µM) e 
sensibilidade quando comparado com outros métodos enzimáticos para a determinação de 
ureia em diversos analitos. Destes realce-se os trabalhos desenvolvidos por Shrivastava et 
al. (2001), estes autores desenvolveram um biossensor para a determinação de ureia no 
sangue, baseado no método potenciométrico e imobilização da urease por encapsulação 
numa matriz de gelatina, este biossensor apresenta uma maior estabilidade de 
armazenamento, traduzida pelo t1/2=240 dias, no entanto o limite de detecção é 
nitidamente superior 5mg.dl
-1
 ao obtido no presente trabalho. Inúmeros exemplos de 
métodos enzimáticos para a determinação de ureia com recurso a biossensores podem ser 
referidos. No entanto, todos estes métodos apresentam vantagens e desvantagens em 
relação ao método desenvolvido no presente trabalho. [Singh et al., 2008] 
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4. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS: 
 
Desenvolveu-se um novo método enzimático de determinação de ureia baseado na 
inibição enzimática da amidase presente no extracto celular de Pseudomonas aeruginosa 
L10. O método revelou ser bastante simples, selectivo e sensível ao analito. 
O seu desenvolvimento consistiu na imobilização covalente de extractos celulares, 
contendo actividade catalítica de amidase de Pseudomonas aeruginosa, sobre membranas 
de poliétersulfona e posterior acoplamento destas membranas em contacto directo com a 
superfície de um eléctrodo selectivo de iões amónio. 
O método mais adequado de imobilização demonstrou ser o de ligações cruzadas com 
recurso ao GA como agente bifuncional e gelatina.  
O estudo de optimização dos parâmetros intervenientes na imobilização bem como de 
alguns parâmetros de ensaio permitiram a obtenção de um biossensor para a ureia no 
vinho com uma sensibilidade de 58 mV.min
-1
, apresentando um tempo de resposta de 
aproximadamente 20s, revelou ainda elevada estabilidade de armazenamento sendo 
superior a 55 dias. A resposta do biossensor mostrou-se linear para concentrações de 
ureia presentes no vinho na gama de 4-10 µM de ureia. Todos os métodos enzimáticos de 
determinação de ureia apresentam algumas vantagens e desvantagens, o presente método 
reúne um bom tempo de resposta, boa estabilidade de armazenamento e sensibilidade 
quando comparado com outros métodos enzimáticos para a determinação de ureia.  
O pH óptimo da enzima imobilizada demonstrou encontrar-se entre pH 7,2 e 8. 
Dadas as características do método desenvolvido torna-se imprescindível a validação dos 
resultados obtidos para a determinação da ureia em amostras reais de vinho. O extracto 
celular utilizado é uma mistura complexa, podendo apresentar outras enzimas que 
conduzam a reacções paralelas interferindo na análise. Deste modo os resultados deverão 
posteriormente ser validados com outros métodos conhecidos de quantificação de ureia, 
como seja a aplicação de biossensores construídos com a urease, espectrofotometria de 
infravermelho (IV) ou ainda métodos colorimétricos.  
Estudos posteriores poderão ser efectuados no sentido de se obter limites de detecção 
mais baixos. O presente biossensor para a ureia baseado no processo de inibição 
enzimática poderá ser adaptado a um sistema de ISFET permitindo o emprego de 
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quantidades mínimas de enzima e consequente aumento da sensibilidade e redução do 
limite de detecção.  
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